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Resumen 
Morfología, tamaño, densidad de carga y estabilidad coloidal son propiedades 
físicas de las nanopartículas (NPs) que determinan su eficacia como agentes de 
transfección. En este trabajo se ha estudiado la influencia en la capacidad de 
transfección de NPs de sílice mesoporosa (MSN) de su funcionalización superficial con 
aminas primarias, cuaternarias, cíclicas o polímeros catiónicos. La estabilidad coloidal 
de estos materiales en medios fisiológicos se relacionó con su capacidad para transfectar 
células humanas, demostrando la importancia de la agregación y la carga superficial. La 
funcionalización de las MSN con el polímero catiónico polietilenimina (PEI) otorgó una 
carga superficial positiva que permitió la unión efectiva de plásmidos y promovió un 
estado de aglomeración de los conjugados MSN-PEI/ADN que permitía su 
internalización celular, resultando en una eficiente transfección. Por otro lado, se 
investigó el efecto del tamaño de las NPs sobre la transferencia génica. Para ello, se 
sintetizaron y caracterizaron dos especies de NPs de oro funcionalizadas con PEI 
(GNPs-PEI), con distribución de tamaño en torno a 6 nm (GNPs-PEI < 10 nm) o 70 nm 
(GNPs-PEI < 100 nm), respectivamente, que se emplearon para transfectar una variedad 
de plásmidos en células humanas. Mientras que las GNPs-PEI < 100 nm fueron 
incapaces de transfectar, las GNPs-PEI < 10 nm actuaron como agentes de transferencia 
génica eficientes. El éxito de las GNPs-PEI < 10 nm como vectores de transfección se 
relacionó con mecanismos de escape endosomal del ADN.  
La posibilidad de modificar la geometría y la composición de las GNPs permite 
la preparación de nanoestructuras plasmónicas capaces de absorber luz en la región del 
intrarrojo cercano (NIR) y convertirla en calor (NIR-NPs). En este trabajo se ha 
explorado el comportamiento fototérmico de tres tipos de NIR-NPs: nanoshells (NS), 
GNPs huecas (HGNPs) y nanorods acoplados a metil-polietilenglicol-tiol (NRs-mPEG). 
Tras la incubación de células humanas con las NIR-NPs seguida de irradiación NIR, se 
encontraron marcadas diferencias en su termoeficiencia debido a una interacción 
asimétrica de los materiales con el ambiente biológico. Se exploró la habilidad de las 
especies más eficientes térmicamente, NS y HGNPs, para modular la expresión de 
transgenes controlados por el promotor del gen termosensible humano HSP70B. Los 
resultados indicaron que los niveles de expresión del gen testigo DsRed-Monómero o la 
citotoxicidad del gen antiproliferativo FMG-GALV aumentaban en función de la 
concentración del nanomaterial y de la duración de la exposición al láser NIR. La 
combinación de hipertermia óptica con la expresión de FMG-GALV incrementó la 
muerte celular como resultado de la sinergia establecida. 
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 The physical properties of nanoparticles (NPs), including morphology, size, 
charge density and colloidal stability, are important parameters that determine their 
overall efficacy as vectors for gene delivery. In this work, we studied the influence of 
functionalization with primary amines, quaternary amines, quaternized cyclic amines or 
cationic polymers in the transfection efficiency of mesoporous silica NPs (MSN). The 
colloidal stabilities presented by these nanomaterials in physiological buffers were 
related to their efficiency as transfection reagents in human cells, demonstrating the 
importance of the agglomeration and the surface charge during gene transfer. Positive 
electrostatic charge rendered by cationic polymer polyethylenimine (PEI) on the surface 
of MSN facilitated plasmid adsorption and promoted a state of aggregation of        
MSN-PEI/DNA conjugates that allowed their cell internalization and resulted in 
effective transfection. On the other hand, we have investigated the effect of NPs size on 
gene delivery. To this end, two sets of gold NPs functionalized with PEI (GNPs-PEI), 
having particle size distributions centered at about 6 nm (GNPs-PEI < 10 nm) or 70 nm 
(GNPs-PEI < 100 nm), respectively, were prepared, characterized and used to transfect 
a variety of plasmids into human cells. We have demonstrated that GNPs-PEI < 10 nm 
were able to transfect, while gene delivery could not be achieved with                   
GNPs-PEI < 100 nm. The success of GNPs-PEI < 10 nm as non-viral transfection 
vectors was related to mechanisms of endosomal escape of DNA. 
The possibility of modifying the geometry and the composition of GNPs allows 
the preparation of plasmonic nanostructures capable of absorbing near-infra-red (NIR) 
light radiation and transforming it into heat (NIR-NPs). For this study we explored the 
photothermal behavior of three types of NIR-NPs: silica-gold nanoshells (NS), hollow 
GNPs (HGNPs) and methylpolyethyleneglycol-thiol coated gold nanorods             
(NRs-mPEG). After incubation of human cells with the nanostructures followed by NIR 
light irradiation, we found marked differences in the developed thermoefficiencies 
owing to an asymmetric interaction of the nanomaterials with the biological 
environment. We explored the ability of the species most thermally efficient, NS and 
HGNPs, to tune the expression of transgenes driven by the promoter of the highly heat-
inducible human HSP70B gene. The results indicated that the expression levels of the 
reporter DsRed-Monomer gene or the cytotoxicity of the antiproliferative FMG-GALV 
gene increased as a function of the concentration of the nanomaterial and length of laser 
exposure. Combination of photothermia and FMG-GALV expression dramatically 
increased cell killing as a result of the synergistic activity established. 
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ADE: Agente director de la estructura 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNc: Ácido desoxirribonucleico complementario 
AMF: Campo magnético alterno 
ARN: Ácido ribonucleico 
BSA: Albúmina de suero bovino 
DCE: Diámetro del círculo equivalente 
DMEM-FBS: Medio de cultivo DMEM suplementado con suero fetal bovino 
EGFP: Proteína verde fluorescente 
EPR: Efecto de permeabilidad y retención aumentada 
FMG-GALV: Forma hiperfusogénica de la glicoproteína de membrana del virus de la    
leucemia de gibón 
FS: Solución de fosfato sódico 50 mM, pH = 7,4 
GCV: Ganciclovir 
GNPs: Nanopartículas de oro 
GNPs-PEI: Nanopartículas de oro funcionalizadas con polietilienimina 
HGNPs: Nanopartículas de oro huecas 
HSF: Factor de transcripción de choque térmico 
HSE: Elemento de choque térmico 
HSP: Proteína de choque térmico 
HSV1tk: Tirosina quinasa del virus herpes simple tipo 1. 
IP: Yoduro de propidio 
MCLB: Microscopía confocal láser de barrido 
MET: Microscopía electrónica de barrido 
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MSN: Nanopartículas de sílice mesoporosa 
MSN-NH2: Nanopartículas de sílice mesoporosa funcionalizadas con grupos amino 
MSN-NH2-PDDA: Nanopartículas de sílice mesoporosa funcionalizadas con grupos 
amino y recubiertas con poli(dialildimetilamonio)  
MSN-NH4+: Nanopartículas de sílice mesoporosa funcionalizadas con grupos amonio 
MSN-PEI: Nanopartículas de sílice mesoporosa recubiertas con polietilenimina 
NIR: Infrarrojo cercano 
NIR-NPs: Nanopartículas de oro con capacidad de absorción en la región del infrarrojo 
cercano 
NPs/ADN: Complejos compuestos por nanopartículas con ácido desoxirribonucleico 
adsorbido  
NPs: Nanopartículas 
NRs: Nanorods 
NRs-mPEG: Nanorods recubiertos con metil-polietilenglicol-tiol 
NS: Nanoshells 
PBS: Solución salina tamponada de fosfato 
PCS: Espectroscopía de correlación fotónica 
PDDA: Poli(dialildimetilamonio) 
PEI: Polietilenimina 
RF: Radiofrecuencia 
SPR: Resonancia localizada de plasmón de superficie 
SWNT: Nanotubos de carbono de pared única 
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1. NANOTECNOLOGÍA 
La nanotecnología se refiere a la investigación y el desarrollo tecnológico a 
escalas atómica, molecular y macromolecular, permitiendo la manipulación y el estudio 
controlado de estructuras con un tamaño en el rango de 1 a 100 nm (Gao y Xu, 2009). 
La nanobiotecnología, en la que convergen nanotecnología y biotecnología, es la rama 
de la nanotecnología que se perfila con mayor potencial debido a sus importantes 
aplicaciones, especialmente diagnósticas y terapéuticas (Fakruddin y col., 2012). Dentro 
de la nanobiotecnología se investiga en campos como la microfluídica, biosensores, 
microvectores y microingeniería de tejidos (Gourley, 2005). Muchas de estas disciplinas 
se integran para crear sistemas capaces de transportar, manipular, detectar y procesar 
moléculas biológicas, orgánulos o células. Las oportunidades que ofrece la 
nanobiotecnología son realmente excepcionales, ya que la superposición de 
biotecnología, nanotecnología y tecnología de la información está permitiendo el 
desarrollo de innovaciones tecnológicas que desempeñen un papel vital no sólo en la 
administración de fármacos y terapia génica, sino en imagen molecular y en el 
desarrollo de biomarcadores y biosensores (Ernest y Shetty, 2005).  
En la actualidad, algunas aplicaciones de la nanobiotecnología están empezando 
a introducirse en la práctica de la medicina convencional. La nanobiotecnología permite 
el diseño de fármacos con el objetivo de aumentar la eficiencia de liberación y reducir 
su toxicidad. Además, proporciona herramientas moleculares como biosensores, cuyo 
tamaño es mucho menor que el de una célula humana para la detección rutinaria de 
partículas individuales de virus o bacterias en muestras minúsculas. El análisis de 
tejidos a nivel molecular proporciona información detallada de las actividades celulares, 
subcelulares y moleculares, lo que permite la elaboración de tratamientos específicos y 
adecuados a cada patología (Jain, 2008). 
 
2. MATERIALES NANOESTRUCTURADOS: NANOPARTÍCULAS 
Una de las capacidades más importantes de la nanotecnología es la preparación y 
desarrollo de nanopartículas (NPs) (Martin y Mitchel, 1999; Nalwa, 1999). Las NPs son 
materiales que cuentan con al menos una dimensión situada en el rango de la escala 
nanométrica, inferior a los 100 nm (Abu-Salah y col., 2010). Existe una gran variedad 
de técnicas para la preparación de diferentes tipos de NPs (Kelsall y col., 2005; Chan y 
Introducción 
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Nie, 1998; Santra y col., 2001). Según la naturaleza del material de partida para su 
síntesis, las NPs pueden clasificarse en dos grandes grupos: NPs orgánicas e inorgánicas 
(Destrée y Nagy, 2006). Las NPs inorgánicas se basan en diferentes materiales no 
metálicos como el carbón (Bianco y col., 2005) y el silicio (Kneuer y col., 2000), o en 
materiales metálicos como el oro (Thomas y Klibanov, 2003), la plata (Ahamed y col., 
2010) y los óxidos de hierro (Xiang y col., 2003), cinc (Akhtar y col., 2012) o titanio 
(Zhang y col., 2010) (Fig. 1). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Colección de imágenes de diferentes materiales en escala nanométrica, o nanoestructurados, 
con aplicación en biomedicina, obtenidas mediante microscopía electrónica de barrido y de transmisión 
(color añadido). A) Nanocables de plata. B) NPs de oro. C) Nanoshells SiO2@Au. D) Nanorods de oro. 
E) NPs de sílice densa. F) NPs de oro sobre soporte inorgánico. G) NPs de sílice mesoporosa. H) Micro 
partículas de ácido poliláctico-co-glicólico. I) Nanoshells Fe3O4@SiO2. J) NPs de ZnO. K) Nanotubos de 
Ti. L) NPs de Fe3O4. Publicado en: Arruebo y col., 2011. 
 
Debido al enorme desarrollo de la nanotecnología, en la última década han 
emergido una gran variedad de nanoestructuras inorgánicas que poseen propiedades 
adecuadas para un amplio rango de aplicaciones biológicas y biomédicas. Las 
principales nanoestructuras biológicamente relevantes son: quantum dots (Rosenthal y 
col., 2011), NPs magnéticas (Gioroudi y col., 2010;  Xie y col., 2009; Martín-Saavedra 
y col., 2010), liposomas y dendrímeros (Huang y col., 2007; Lee y col., 2005), 
nanoestructuras basadas en carbono (Shi Kam y col., 2005; Bianco y col., 2005; Miyako 
y col., 2012), NPs de sílice mesoporosa (Xia y col., 2009; Popat y col., 2011; 
Rosenholm y col., 2009) y NPs metálicas (Huang y col., 2007). 
En los últimos años se han explorado las aplicaciones biomédicas de multitud de 
materiales de tamaño nanométrico, debido a que en virtud de sus reducidas dimensiones 
Introducción 
9 
 
pueden presentar nuevas propiedades y funciones carentes en sus homólogos en bloque 
(Gao y col., 2009). La reducción del tamaño de grano de un material por debajo de 
ciertos límites generalmente resulta en la modificación de sus propiedades químicas y/o 
físicas, alterando las características estructurales, termodinámicas, electrónicas, 
electromagnéticas o espectroscópicas de los materiales, lo que les confiere un gran 
atractivo para una amplia gama de aplicaciones tecnológicas (Abu-Salah y col., 2010). 
La adquisición de nuevas propiedades en NPs con un tamaño apropiado, y la posibilidad 
de variar su química superficial para facilitar su funcionalización e integración con una 
gran cantidad de biomoléculas, ha motivado el desarrollo de este tipo de nanoestructuras 
para su aplicación como agentes terapéuticos (transporte de fármacos y ácidos 
nucleicos), agentes diagnósticos (agentes de contraste en aplicaciones de imagen basada 
en resonancia magnética y biosensores moleculares) y agentes térmicos (p. ej., 
hipertermia magnética o hipertermia óptica en el infrarrojo cercano) (Jain y col., 2007; 
Katz y Willner, 2004).   
Las células y los orgánulos que las constituyen se encuentran en la escala 
micrométrica y submicrométrica, mientras que las biomoléculas presentan dimensiones 
nanométricas (Fig. 2). De este modo, las NPs cuyo tamaño oscila desde unos pocos a 
cientos de nanómetros se convierten en herramientas ideales para su incorporación en 
sistemas biológicos (Eusteis y col., 2005).  
 
 
 
 
 
Figura 2. Escala relativa de nanomateriales sintéticos en comparación con biomoléculas de origen 
natural, orgánulos y células. 
 
Cuando se exploran las aplicaciones biomédicas de los nanomateriales, es 
necesario comprender el impacto de su presencia en el entorno tisular y celular. 
Determinadas aplicaciones de materiales nanoestructurados en biomedicina implican, 
obligatoriamente, su acceso al interior celular. La entrada de nanomateriales en la célula 
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conlleva el paso a través de la membrana celular mediante diferentes procesos, 
incluyendo:  
● Microinyección directa de una dispersión de nanomateriales, procedimiento aplicable 
a un número limitado de células.  
● Electroporación, a través de la creación de un campo eléctrico que altera la 
permeabilidad de la membrana plasmática permitiendo la entrada de las NPs en las 
células. 
● Internalización no específica vía endocitosis, mediante la cual los nanomateriales a 
menudo quedan atrapados en compartimentos de la vía endocítica.  
● Internalización específica basada en la funcionalización de la superficie de los 
nanomateriales con moléculas biológicas que interactúan con receptores de la 
membrana plasmática.  
Los nanomateriales, además de ser compatibles con los sistemas biológicos, 
deben presentar una buena solubilidad en agua, para lo que se recurre al uso de 
modificaciones superficiales. Aunque hay varias estrategias para modificar la superficie 
de los nanomateriales, se deben cumplir algunos requisitos básicos como evitar la 
aglomeración a largo plazo cuando han de ser almacenados, preservar su funcionalidad 
y garantizar su biocompatibilidad (Gao y col., 2009).  
Muchas de las aplicaciones biomédicas de la nanobiotecnología están en 
desarrollo o en fase preclínica mientras que otras más avanzadas se enfrentan a los 
obstáculos habituales para la obtención de la aprobación por parte de las autoridades 
sanitarias, como ocurre en el caso de otros medicamentos y tecnologías innovadoras. A 
juzgar por el progreso y el creciente interés en este área de conocimiento durante la 
pasada década, se prevé que los avances más relevantes se produzcan durante la 
presente (Jain, 2008). 
 
3. APLICACIONES BIOMÉDICAS DE LAS NPs 
3.1 Transferencia génica 
La transferencia génica tiene como objetivo terapéutico el tratamiento de 
enfermedades mediante la introducción de ácidos nucleicos en células o tejidos diana 
con el fin de restaurar su funcionalidad (Corsi y col., 2003). El material genético 
terapéutico se transfiere a las células utilizando vectores que, tradicionalmente, han sido 
clasificados como virales y no virales, siendo la mayoría de estos últimos sistemas 
Introducción 
11 
 
sintéticos. Debido a sus componentes altamente evolucionados y especializados, los 
sistemas virales son con diferencia los vectores más efectivos en la transferencia de 
ácidos nucleicos pudiendo proporcionar rendimientos de infectividad superiores al 90%. 
De hecho, alrededor del 70% de los ensayos clínicos basados en protocolos de terapia 
génica utilizan vectores virales para la transferencia de ácidos nucleicos 
(http://www.wiley.co.uk/genmed/clinical). Sin embargo, estos vectores presentan 
algunas limitaciones que incluyen escasa capacidad de carga de material genético, 
problemas de producción y almacenaje, alto coste de fabricación, toxicidad e 
inmunogenicidad. Estos factores obstaculizan el desarrollo de estrategias terapéuticas en 
laboratorios de investigación básica y su potencial translación a la clínica. Por estas 
razones, los vectores no virales son herramientas cuyo desarrollo presenta gran interés. 
Los vectores sintéticos con base nanotecnológica deben operar eficientemente a tres 
niveles: condensación de ácidos nucleicos y conformación de complejos transfectantes, 
internalización celular y translocación del material genético al núcleo. La interacción 
electrostática entre ácidos nucleicos, cargados negativamente, y agentes catiónicos es el 
procedimiento más habitual para conseguir la condensación y conjugación del material 
genético a vectores de transferencia sintéticos. Estos complejos son internalizados por 
las células vía endocitosis o a través de su acoplamiento a receptores de membrana. La 
vía de internalización va a determinar el tráfico intracelular y la posterior liberación de 
los ácidos nucleicos, así como su vida media en el interior celular. La endocitosis es un 
proceso que consta de múltiples pasos que incluyen la unión a la membrana plasmática, 
internalización, formación de endosomas que engloban el material internalizado, fusión 
con lisosomas y lisis. En el interior de endosomas y lisosomas, el pH es 
extremadamente bajo, y por lo general, las enzimas endocíticas y lisosómicas degradan 
los ácidos nucleicos asociados a los complejos. La capacidad de los vectores no virales 
para proteger los ácidos nucleicos frente a la degradación en el interior de las vesículas 
endocíticas y lisosomas es un requerimiento clave para determinar su eficiencia como 
agentes de transferencia génica (Medina-Kauwe y col., 2005; Schaffer y col., 2000). El 
efecto conocido como “esponja de protones” (del inglés, proton sponge), es una de las 
estrategias más frecuentemente explotadas en el diseño de vectores no virales que evitan 
la degradación endosomal. A pH fisiológico, las aminas de ciertos polímeros catiónicos 
(p. ej., polietilenimina (PEI), poliamidas, etc.) se encuentran sólo parcialmente 
protonadas. En el interior de los endosomas, en el que el ambiente es ácido, los grupos 
amino son capaces de captar protones, desencadenando un efecto tamponador del pH. 
Introducción 
12 
 
Al disminuir la acidificación del orgánulo, se activa una ATPasa endosomal que 
provoca la entrada masiva de protones, acompañado de un flujo simultáneo de aniones 
cloruro (Sonawane y col., 2003). Este incremento neto de la concentración de iones 
provoca la entrada masiva de agua al interior del endosoma, su hinchamiento y 
finalmente su ruptura. Tras el escape endosomal y posterior liberación citoplasmática de 
los complejos transfectantes, los ácidos nucleicos han de dirigirse a sus dianas 
intracelulares (Shim y Kwon, 2012). En el caso de plásmidos, éstos deben acceder al 
núcleo donde se inicia la transcripción del transgen. Sin embargo, la entrada a este 
orgánulo es uno de los mayores obstáculos en la transferencia génica no viral. De hecho, 
el mecanismo de translocación nuclear del ADN exógeno no ha sido completamente 
elucidado. La difusión pasiva de macromoléculas en el citoplasma se encuentra limitada 
por la existencia de una compleja red de microtúbulos, proteínas y orgánulos 
subcelulares. Por ello, se ha postulado que la entrada del material genético al núcleo 
ocurre durante el desensamblaje de la membrana nuclear en la mitosis                       
(Del Pozo-Rodríguez y col., 2008). En células con baja tasa de división, las moléculas 
inferiores a 40 kDa acceden al interior del núcleo mediante un mecanismo de difusión 
pasiva a través de los poros nucleares, mientras que para moléculas mayores se requiere 
un mecanismo de transporte activo (van der Aa y col., 2006). En el caso de la 
transferencia de moléculas de ARN, como ARN pequeño de interferencia o micro ARN, 
no es necesaria su entrada al núcleo ya que llevan a cabo su función de degradación del 
ARN mensajero diana en el citoplasma (Zeng y Cullen, 2002).  
En resumen, la transferencia de ácidos nucleicos es un proceso constituido por 
múltiples etapas concatenadas (Fig. 3), cada una de las cuales frecuentemente implica la 
pérdida de moléculas funcionales. Identificar y superar cada barrera a lo largo del 
proceso mejora la eficiencia de transferencia génica.  
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Figura 3. Esquema de las vías principales de acceso y tráfico intracelular del ADN. (A) Formación de 
complejos de ADN con los vectores. (B) Adhesión a la superficie celular. (C) Internalización vía 
endocitosis. (D) Escape de los endosomas. (E) Degradación en endosomas. (F) Liberación al citoplasma 
celular. (G) Degradación en el citosol. (H) Translocación nuclear. (I) Expresión génica. 
 
La transferencia de ácidos nucleicos utilizando vectores sintéticos, tales como 
micelas poliméricas (Osada y col., 2009), dendrímeros (Peng y col., 2010), nanotubos 
(Son y col., 2007) o NPs (Luo y Saltzman, 2000), ha atraído una creciente atención 
como consecuencia de su bajo coste de producción, del control de su estabilidad, de la 
facilidad del escalado de producción y de la falta de inmunogenicidad que en principio 
caracterizan a estos nanomateriales (Pouton y Seymour, 2001). Se ha observado que 
determinados tipos de NPs inorgánicas actúan como transportadores eficientes de ácidos 
nucleicos, preservándolo de ataques enzimáticos, en ensayos de transferencia llevado a 
cabo tanto in vitro como in vivo. Ejemplos de esta estrategia incluyen NPs de sílice 
(Kumar y col., 2004; Na y col., 2012), NPs de óxido de hierro (Xiang y col., 2003), 
nanotubos de carbono (Bianco A y col., 2005; Raffa y col., 2011) y NPs de oro 
(Thomas y Klibanov, 2003; Noh y col., 2007; Vega y col., 2010). Además, algunas 
propiedades asociadas a determinadas características físicas de estos materiales, ópticas, 
eléctricas o magnéticas, los convierten en candidatos prometedores en nuevas terapias 
antitumorales como p. ej., hipertermia magnética u óptica. En general, la clave del éxito 
en la utilización de NPs como vectores no virales depende de diversas variables físicas 
siendo el tamaño (Kneuer y col., 2000; Prabha y col., 2002) y la carga superficial 
(Sandhu y col., 2002; Hu y col., 2010) los factores principales que condicionan el 
Introducción 
14 
 
proceso de transferencia génica. Una ventaja adicional del uso de NPs como vectores no 
virales para la transferencia de genes in vitro, proviene de su capacidad de sedimentar 
sobre las células diana adherentes, concentrando las biomoléculas en su superficie y 
facilitando la entrada de las mismas (Gemeinhart y col., 2005). Datos en la literatura 
revelan que la relación en peso de los complejos NPs/ácidos nucleicos (Sandhu y col., 
2002; Noh y col., 2007; Niidome y col., 2004; Li y col., 2008) y el período de 
incubación de los mismos con las células diana (Tan y col., 2007; Del Pozo-Rodríguez 
y col., 2008; Zhou y col., 2008) también juegan un papel importante en el éxito del 
proceso de transferencia génica. A pesar de los conocimientos adquiridos en los últimos 
años sobre la relación entre las propiedades de las NPs y su eficiencia como vectores, 
los estudios experimentales de transfección con estos agentes siguen plagados de 
incertidumbres. Incluso NPs con similar funcionalización pero pequeñas variaciones en 
su tamaño o estado de aglomeración resultan en eficiencias de transfección muy 
diferentes. Esta disparidad se ha relacionado con los diferentes mecanismos que utilizan 
las NPs para internalizarse, así como con su posterior tráfico intracelular. Ambos 
parámetros parecen ser clave en la transferencia del material genético.  
3.1.1 Nanopartículas basadas en sílice mesoporosa 
La sílice se ha empleado en ciencia de los materiales y en ingeniería desde hace 
décadas. Es un material muy versátil debido al amplio abanico de modificaciones 
químicas y físicas a las que puede ser sometido. La sílice es también un material 
relativamente inocuo, llegando a ser utilizado como suplemento dietético debido a su 
buena biocompatibilidad (Luo y Saltzman, 2006). Desde su descubrimiento a principios 
de los años 90 por investigadores de la empresa Mobil Oil y por Inagaki y col., (1993) 
los materiales de sílice mesoporosa se han utilizado en diversas aplicaciones biomédicas 
para estabilizar enzimas mejorando su estabilidad, fabricación de biosensores, 
separación de biomoléculas e imagen molecular, entre otras (Popat y col., 2011; Bitar y 
col., 2012). Los materiales mesoporosos MCM-41 y SBA-15 son los tipos más 
comúnmente estudiados (Kresge y col., 1992; Zhao y col., 1998). Recientemente, se ha 
explorado el uso de NPs de sílice en procesos de transferencia génica. En este sentido, 
las NPs de sílice mesoporosa (MSN, del inglés Mesoporous Silica Nanoparticles) 
presentan ciertas ventajas sobre otras NPs inorgánicas. Además de su capacidad para 
concentrar ácidos nucleicos en la superficie celular a través del ya mencionado proceso 
de sedimentación (Gemeinhart y col., 2005), los mesoporos permiten albergar 
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elementos adicionales (Fig. 4), como fármacos (Torney y col., 2007; Xia y col., 2009), 
partículas magnéticas (Yiu y col., 2007), y cromóforos (Radu y col., 2004; Yu y col., 
2009). Asimismo, los mesoporos ordenados de las MSN proporcionan la posibilidad de 
liberar de forma controlada o durante largos periodos de tiempo moléculas encapsuladas 
o adsorbidas a la estructura porosa de la sílice, quedando a su vez protegidas contra la 
degradación (Park y col., 2008). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Posibilidades de carga de las MSN. Moléculas de bajo peso molecular pueden ser cargadas en 
los mesoporos de las MSN por un mecanismo de adsorción, aunque también se pueden acoplar a través de 
los grupos funcionales de las paredes de los poros. En el caso de biomoléculas como proteínas (enzimas, 
anticuerpos) o ácidos nucleicos, éstos pueden ser adsorbidos o fijados a la superficie de la partícula. 
Asimismo las MSN se pueden emplear como sistemas de imagen mediante el acoplamiento a la superficie 
de la partícula y/o las paredes de los poros de sondas fluorescentes, agentes de contraste o NPs 
magnéticas para su detección por resonancia magnética, permitiendo la visualización del proceso de 
biodistribución o tráfico intracelular.   
 
Las principales ventajas de las MSN respecto a otros tipos de NPs en el 
transporte y liberación de biomoléculas se resumen así (Slowing y col., 2008): 
● Tamaño de partícula escalable, entre 50 y 300 nm, lo que facilita la endocitosis. 
● Estructura estable y rígida que aporta mayor resistencia al calor, pH, fuerza mecánica 
y degradaciones por hidrólisis y ataque enzimático. 
● Tamaño de poro variable, con una distribución que puede variar entre 2 y 6 nm.  
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● Alta superficie específica y volumen de poro, que permite el acoplamiento de grandes 
cantidades de biomoléculas. 
● Dos superficies, la externa y la interna constituida por las paredes de los poros que 
pueden ser funcionalizadas de forma selectiva. 
● Estructura porosa única, hexagonal y bidimensional, con poros cilíndricos que 
transcurren desde un extremo de la esfera hasta el extremo opuesto y pueden ser 
empleados  como reservorios independientes. 
Las NPs de sílice pura, sin modificaciones superficiales, no son capaces de 
condensar y transferir ácidos nucleicos al interior celular. Sin embargo, la posibilidad de 
modificar su superficie con grupos catiónicos ha permitido explorar la utilidad de estos 
nanomateriales en la transferencia génica (Kneuer y col., 2000; Kumar y col., 2004; 
Radu y col., 2004). Como se ha mencionado, la estructura mesoporosa posibilita su uso 
como portadores duales, pudiéndose incorporar moléculas de fármacos en el interior de 
los mesoporos y a la vez, conjugar moléculas de ácidos nucleicos en su superficie (Xia y 
col., 2009).  
En todas las aplicaciones biomédicas previstas para las NPs de sílice, su estado 
de agregación juega un papel decisivo, afectando no sólo a su biodistribución en el 
organismo sino a la liberación de biomoléculas y tráfico intracelular. En el caso de las 
NPs de sílice, la formación de aglomerados entre partículas se produce 
fundamentalmente por interacciones mediante puentes de hidrógeno entre sus grupos 
hidroxilo superficiales (Tolnai y col., 2001). Estas mismas interacciones tienen lugar 
cuando las partículas se modifican superficialmente con grupos amino terminales (Lu y 
col., 2007). Cuanto mayor es la fuerza iónica del medio en el que se encuentran 
suspendidas las partículas, mayor es su grado de aglomeración, debido a que los iones 
presentes en el medio compensan la carga positiva superficial de las partículas y el 
comportamiento de la suspensión resulta similar al que presentarían en las cercanías de 
su punto isoeléctrico. Esta es una de las razones por la que las NPs suspendidas en 
medios biológicos tienden a aglomerarse. A estas circunstancias se une la posibilidad de 
la unión inespecífica de otras biomoléculas, como por ejemplo proteínas, que también 
podrían causar la neutralización de la carga superficial de las NPs (Díaz y col., 2008; 
Yagüe y col., 2008). Hay tres formas principales de evitar la aglomeración de materiales 
basados en sílice, que pueden ser utilizadas individualmente o combinadas. La primera 
es a través del control de la repulsión electrostática, que se puede lograr trabajando a un 
pH lo suficientemente lejano del punto isoeléctrico. En el caso de los sistemas 
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biológicos donde la posibilidad de cambios en el pH es limitado, se recurre a la 
modificación de la superficie de las MSN con diferentes grupos para lograr un potencial 
electrocinético suficiente que resulte en repulsión a las condiciones deseadas, en general 
> ± 30 mV (Bergman y col., 2008). Alternativamente, las MSN se recubren con 
polímeros neutros (p. ej., polietilenglicol (PEG), dextrano, etc.) que evitan la 
aglomeración entre partículas a través de un impedimento estérico. Este efecto, 
dependiente del peso molecular y de la conformación del polímero, se potencia 
mediante su asociación con moléculas de agua, incrementando el volumen de las MSN 
(Kozlowski y Harris, 2001). Finalmente, se ha recurrido al uso de moléculas anfifílicas 
o surfactantes, que ayudan a la estabilización de los coloides, formando micelas que 
envuelve a las MSN y favorecen su dispersión (Huo y col., 2006). 
Dado que los procesos de aglomeración son difíciles de controlar en medios 
biológicos, la aglomeración entre partículas se considera un fenómeno físico indeseable. 
Por ello, para lograr una buena interacción de las NPs de sílice con tejidos y células, es 
necesario conseguir dispersiones coloidalmente estables. 
3.1.2 Nanopartículas basadas en oro 
El oro metálico, ya sea en bloque o forma particulada, es un material 
ampliamente utilizado en diferentes campos interdisciplinarios emergentes de la 
nanotecnología (Daniel y Astruc, 2004). En primer lugar, el carácter no reactivo y 
relativamente bioinerte del oro hace que este metal sea un buen candidato para 
aplicaciones biomédicas (Shukla y col., 2005). La baja citotoxicidad de las NPs de oro 
(GNPs, del inglés Gold Nanoparticles) ha sido demostrada en varios trabajos, 
incluyendo estudios in vivo (Lewinski y col., 2008; Paciotti y col., 2004). Desde la 
década de los 70 se han desarrollado GNPs para su aplicación en biodiagnóstico (Faulk 
y Taylor, 1971; Elghanian y col., 1997; Nam y col., 2003; Hirsch y col., 2003), terapia 
fototérmica (Huang y col. 2007; Huff y col. 2007), imagen molecular (le Masne de 
Chermont y col. 2007; Ratto y col. 2011), transferencia génica (Chen y col. 2006; 
Huschka y col. 2011), desarrollo de biosensores moleculares (Liu y col. 2008; Chen y 
col. 2007) y liberación controlada de fármacos (Han G y col., 2007) (Fig. 5). Las GNPs 
poseen dos propiedades físico-químicas que las hacen especialmente interesantes desde 
el punto de vista terapéutico. La primera de ellas es que su superficie es fácilmente 
funcionalizable con anticuerpos u otras moléculas biológicas. La segunda propiedad 
está basada en las peculiares características ópticas y fototérmicas que provienen de las 
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oscilaciones resonantes de los electrones libres en presencia de luz, efecto conocido 
como resonancia localizada de plasmón de superficie (SPR, del inglés Surface Plasmon 
Resonance) (Cobley y col., 2011). La manipulación de estas propiedades ha permitido 
optimizar las nanoestructuras de oro con el fin de posibilitar aplicaciones cada vez más 
específicas, a través del control de su tamaño y forma durante el proceso de síntesis y de 
la modificación precisa de su superficie. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 5. Principales aplicaciones terapéuticas de las GNPs. 
 
Como se ha mencionado, uno de los atributos fundamentales que hacen de las 
nanoestructuras de oro una plataforma prometedora para aplicaciones en biomedicina 
está relacionado con la química superficial del oro (Niidome y col., 2004), que gracias a 
su versatilidad de funcionalización permite maximizar la adsorción de biomoléculas 
(Boisselier y Astruc, 2009). Cabe señalar que las GNPs pueden, asimismo, adsorber en 
su superficie moléculas biológicas de forma no específica. Este hecho es un factor 
importante al considerar la interacción células/oro en un entorno biológico, donde una 
gran variedad de proteínas serán adsorbidas por la superficie de las GNPs. Dichas 
proteínas pueden afectar a las propiedades superficiales de las partículas y por tanto a su 
capacidad de interacción con las células (Alkilany y col., 2009). La unión a moléculas 
mediante los grupos tioles acoplados a la superficie y la adsorción de polímeros es una 
técnica muy empleada para funcionalizar la superficie de las GNPs (Daniel y Astruc, 
2004). Esta funcionalización hace posible el control de la carga superficial de las 
nanoestructuras, lo cual es relevante ya que, como se ha mencionado, este parámetro 
puede tener un efecto determinante tanto en la biodistribución como en la captación 
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celular de las NPs. Además, los grupos catiónicos favorecen la interacción electrostática 
con el ADN posibilitando la formación de complejos susceptibles de ser internalizados 
(Xiang y col., 2003; Park y col., 2008; Han y col., 2007). Al igual que lo observado en 
otras NPs, las GNPs cargadas positivamente presentan una mayor afinidad por las 
células que las cargadas negativamente, siendo más susceptibles de acceder al 
citoplasma, aspecto importante a considerar en aquellas aplicaciones que implican la 
transferencia de biomoléculas al interior celular (Alkilany y col., 2009; Cho y col., 
2010). 
3.2 Hipertermia 
La hipertermia, como terapia contra el cáncer, consiste en elevar la temperatura 
de un tumor o región tumoral con el fin de inhibir la proliferación de células cancerosas, 
destruyéndolas o sensibilizándolas a los efectos de los protocolos convencionales de 
radioterapia y quimioterapia. De hecho, la hipertermia se utiliza actualmente como 
terapia adyuvante a la radioterapia y/o quimioterapia. Un incremento moderado de 
temperatura aumenta el flujo sanguíneo en el tumor lo que permite que la quimioterapia 
ejerza un mayor efecto sobre las células cancerosas. Al deprimir la actividad metabólica 
de las células, el calor también reduce su demanda de oxígeno, lo que aumenta el nivel 
del mismo en el tumor, convirtiendo a la hipertermia en uno de los más potentes 
radiosensibilizadores existentes (Griffin y col., 2010). Cuando se utilizan altas 
temperaturas, generalmente por encima de 43ºC, se induce una desnaturalización global 
de proteínas que causan un daño irreparable y desencadena mecanismos de muerte 
celular (Cherukuri y col., 2011; Krishnan y col., 2010). La hipertermia se puede 
administrar de tres maneras diferentes: cuerpo entero y de forma regional y local (Wust 
y col., 2002; van der Zee, 2002). Los tratamientos de cuerpo entero implican el 
calentamiento de todo el cuerpo a temperaturas de alrededor de 39-41°C para tratar 
canceres metastásicos. Estos tratamientos se encuentran en fase experimental y emplean 
incubadores de aire caliente o mantas de agua caliente para administrar el tratamiento al 
paciente sedado, de forma homogénea. La terapia regional es empleada para calentar 
áreas grandes como un órgano completo, una cavidad o una extremidad. Se basan en la 
perfusión de los tejidos diana con sangre del paciente o con una solución de fármaco 
anticancerígeno calentados externamente, o bien en el empleo de actuadores externos 
que focalizan fuentes energéticas y elevan la temperatura de órganos profundos. Por 
último, los tratamientos de hipertermia local calientan una pequeña área del cuerpo, 
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como un tumor, para destruir las células cancerosas sin dañar al tejido sano que lo 
rodea. Las fuentes energéticas disponibles para aumentar la temperatura regional o 
localmente en un tejido biológico incluyen: radiación láser, ondas de radiofrecuencia 
(RF) o acústicas (ultrasonidos),  microondas o campos electromagnéticos. La ventaja 
más importante de las terapias térmicas es su carácter mínimamente invasivo. Varios 
ensayos clínicos han demostrado que la aplicación de hipertermia es beneficiosa en el 
tratamiento de diversos tipos de tumores sólidos, incluyendo cáncer de mama, 
melanoma, sarcoma y cáncer de cuello uterino avanzado. Los resultados demuestran 
una mejor supervivencia global, en comparación con pacientes que sólo reciben 
radioterapia o quimioterapia (Hurwitz, 2010; Moros y col., 2010; Issels y col., 2010). Es 
previsible que el uso de protocolos de hipertermia aumente de forma significativa a 
medida que se desarrollan nuevas tecnologías que garanticen la administración de una 
dosis térmica óptima permitiendo un mejor control sobre el avance del tumor.  
Los recientes avances en materiales nanoparticulados han contribuido al diseño 
de métodos no invasivos para el calentamiento terapéutico de las células tumorales. 
Diferentes tipos de NPs son capaces de interaccionar con energías como la luz en la 
región del infrarrojo cercano (NIR, del inglés Near Infrarred Region), pulsos de RF o 
campos electromagnéticos, resultando en el calentamiento del nanomaterial y la 
disipación de energía térmica hacia el entorno (Fig. 6), lo que posibilita su aplicación en 
protocolos de hipertermia (Manthe y col., 2010). Las NPs de tamaño comprendido entre 
60 y 400 nm pueden alcanzar la región tumoral simplemente mediante transporte 
pasivo, a través del efecto conocido como permeabilidad y retención aumentada (EPR, 
del inglés Enhanced Permeation and Retention effect), facilitado por las características 
diferenciales del entorno tumoral, donde el tejido vascular se encuentra alterado (Hirsch 
y col., 2006). Este efecto se ha atribuido a la elevada proliferación de vasos sanguíneos 
en el interior de los tumores. Cuando la masa tumoral alcanza un tamaño de 2-3 mm, 
comienza la inducción del proceso de angiogénesis para satisfacer la mayor demanda de 
oxígeno y nutrientes del tumor en crecimiento. La neovasculatura resultante difiere 
ampliamente de la de un tejido sano, los vasos sanguíneos son irregulares, dilatados, 
con poros o defectuosos, lo que facilita una mayor permeabilidad a los componentes del 
plasma sanguíneo (Hobbs y col., 1998). Esto explica la mayor acumulación de NPs en 
la masa tumoral, en comparación con un tejido sano. Por otro lado, las NPs también 
pueden adsorber en su superficie moléculas biológicas que proporcionan una 
funcionalidad específica al material permitiendo su acumulación selectiva en las 
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proximidades del tumor mediante un transporte activo (Ghosh y col., 2008). En este 
sentido, las estrategias más avanzadas para la destrucción de tumores se basan en 
acoplar a la superficie de NPs anticuerpos que reconozcan específicamente receptores 
como el receptor del factor de crecimiento epitelial humano (HER2) en adenocarcinoma 
de mama, meduloblastoma y glioma (Bernardi y col., 2008; Lowery y col., 2006; Zhang 
y col., 2011), el receptor de efrinas A2 (EphA2) en cáncer de próstata (Gobin y col., 
2008) y de ovario (Tandon y col., 2011) y el receptor del factor de crecimiento 
epidérmico (EGFR) en cáncer de cabeza y cuello, en carcinoma epidérmico y de 
pulmón (Melancon y col., 2008; Melancon y col., 2011; Yokoyama y col., 2011). 
Combinando estas dos cualidades, producción de calor y acumulación en el área 
tumoral, las NPs ofrecen una nueva posibilidad terapéutica. Por ejemplo, las NPs 
magnéticas son capaces de generar hipertermia tras la aplicación de un campo 
magnético alterno externo (AMF, del inglés Alternating Magnetic Field) mediante el 
fenómeno físico de histéresis magnética. La disipación de la energía magnética de las 
NPs provoca un incremento de temperatura del medio en el que se encuentran por 
encima de los 43ºC, induciendo muerte celular. Los efectos antineoplásicos observados 
tras el tratamiento con NPs magnéticas y AFM en modelos animales de glioma y cáncer 
de próstata (Silva y col., 2011; Basel y col., 2012) ha dado lugar al paso de esta 
tecnología a ensayos clínicos de fase I y II para el tratamiento de carcinoma de próstata 
y glioblastoma multiforme. Se ha demostrado que la hipertermia magnética en 
combinación con dosis reducidas de radioterapia conduce a una mayor supervivencia en 
comparación con las terapias anticancerígenas convencionales (Johannsen y col., 2010; 
Maier-Hauff y col., 2011). Sin embargo, el procedimiento de hipertermia magnética 
presenta algunos inconvenientes, incluyendo el malestar del paciente a campos 
magnéticos de alta intensidad así como la distribución irregular del calor en el tumor 
incluso tras la inyección intratumoral directa del nanomaterial. La capacidad de algunas 
NPs (NIR-NPs) para absorber luz en la región NIR del espectro conocida como ventana 
del agua (700-1200 nm), en la que los tejidos biológicos son incapaces de absorber 
energía (Simpson y col., 1998), proporciona una excelente oportunidad para desarrollar 
terapias hipertérmicas localizadas. En particular, algunos nanomateriales basados en oro 
o en carbono poseen una elevada capacidad de absorción en el rango de longitudes de 
onda que incluye la región de la ventana del agua, convirtiendo eficazmente la energía 
absorbida en energía fototérmica (Pissuwan y col., 2006; Gannon y col., 2007). Si un 
tejido se infiltra con una concentración adecuada de NIR-NPs, la aplicación de un láser 
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convertirá rápidamente la energía lumínica en energía térmica, aumentando la 
temperatura en el tejido que alberga las NPs sin afectar a aquellos en los que estos 
materiales no están presentes (Gupta y col., 2012; Shi Kam y col., 2005). Por otro lado, 
se ha demostrado que las GNPs y los nanotubos de carbono de pared única (SWNT, del 
inglés Single-Walled Carbon Nanotubes) muestran un incremento de temperatura lineal 
tras ser sometidas a RF (Cherukuri y col., 2010; Gannon y col., 2007; Glazer y col., 
2010). En concreto, los SWNT y las GNPs son capaces de producir citotoxicidad 
mediada por un incremento de temperatura en líneas celulares y modelos animales de 
hepatocarcinoma tras ser sometidos a RF (Raoof y Curley, 2011).  
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Metodologías desarrolladas para la generación de hipertermia mediada por NPs. Suspensiones 
de diferentes tipos de NPs se administran por vía intravenosa o directamente en la masa tumoral. Las NPs 
se acumulan en los tumores actuando como focos de calor tras la administración de diferentes tipos de 
radiación. 
 
La ventaja principal de la hipertermia mediada por NPs, en relación a otras 
metodologías que no requieren de elementos exógenos para incrementar la temperatura 
del tumor (p. ej., ultrasonidos o microondas), reside en que estos vectores pueden 
albergar fármacos o agentes biológicos con el fin de aumentar el control sobre la 
progresión tumoral. En este sentido la actividad sinérgica establecida por la 
combinación de la fototerapia con la terapia génica puede ser útil para lograr un control 
espacial y temporal de la expresión de transgenes terapéuticos en el órgano necesitado 
de terapia, estrategia que se revela eficaz para evitar efectos secundarios en tejidos 
donde la terapia génica pudiera resultar tóxica. Así, la regulación de la duración, 
localización y nivel de expresión del transgen pueden ser controlados de manera externa 
mediante el empleo de promotores inducibles por calor (Robson y Hirst, 2003; Locke y 
col., 1995). Una respuesta común de todos los organismos a temperaturas más elevadas 
que las fisiológicas es la inducción de un grupo de proteínas altamente conservadas, 
denominadas proteínas de choque térmico (HSP, del inglés Heat Shock Protein). Las 
Introducción 
23 
 
HSP son una familia de proteínas que están presentes en todas las células eucariotas 
examinadas hasta la fecha y se clasifican según su peso molecular (p. ej., HSP90, 
HSP70, HSP60 por su peso de 90, 70 y 60 kDa, respectivamente). La mayoría de estas 
proteínas están normalmente presentes a temperaturas fisiológicas, desempeñando 
importantes funciones para la homeostasis celular. Tras la exposición a un estrés, como 
una elevación de temperatura o ciertos agentes químicos, sus niveles se incrementan 
transitoriamente como mecanismo de respuesta y protección frente a estas condiciones 
adversas. En el ámbito intracelular, las HSP actúan como chaperonas, facilitando el 
ensamblaje correcto de las proteínas, así como la translocación de oligómeros y la 
eliminación de proteínas dañadas de forma irreversible (Morimoto, 1998). En todos los 
promotores de los genes que codifican las HSP se encuentran los denominados 
elementos de choque térmico (HSE, del inglés Heat Shock Element), muy conservados 
en todos los eucariotas. Los HSE son los elementos que confieren la capacidad de 
regulación térmica a los promotores HSP, y están compuestos de tres o más repeticiones 
de la secuencia pentamérica 5'-nGAAn-3'. Estas secuencias son reconocidas por los 
factores de transcripción de choque térmico (HSF, del inglés Heat Shock Factor), que se 
unen a los mismos, funcionando como activadores transcripcionales. Las células de 
mamíferos expresan al menos tres tipos diferentes de HSFs, siendo HSF1 el mejor 
estudiado. La inducción térmica de la expresión de los genes HSP no se observa en 
ausencia de este factor (Christians y Benjamin, 2006). HSF1 se encuentra como 
monómero inactivo en el citoplasma de células en condiciones fisiológicas pero ante un 
estrés, el factor HSF1 trimeriza, se transloca al núcleo y es capaz de unirse a los HSEs, 
induciendo la expresión de las HSPs (Vilaboa y Voellmy, 2006). El promotor del gen 
HSP70B es uno de los promotores más altamente inducibles por calor, caracterizado por 
tener una actividad basal muy baja que aumenta miles de veces en células sometidas a 
un tratamiento térmico subletal. Por otro lado, la activación del promotor HSP70B es 
función de la duración de la exposición y de la temperatura alcanzada. Estas 
características lo convierten en una herramienta muy poderosa para regular la expresión 
inducible de transgenes con actividad terapéutica. En consecuencia, desde la década de 
los 90 se ha discutido la posibilidad de utilizar este promotor para el control localizado 
de la expresión de transgenes. En este sentido, numerosos investigadores han 
conseguido modular la expresión de diferentes transgenes utilizando el promotor 
HSP70B tras su activación mediante estímulos térmicos, incluidos los mediados por 
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NPs (Deckers y col., 2008; Vilaboa y col., 2005; Deguchi y col., 2009; Miyako y col., 
2012).  
3.2.1 Nanopartículas basadas en oro 
Como se ha mencionado, las nanoestructuras de oro capaces de absorber luz de 
la región NIR conocida como ventana del agua (700-1200 nm) han despertado gran 
interés por su potencial terapéutico. La SPR típica para nanoesferas de oro se localiza 
aproximadamente a una longitud de onda de 520 nm, pero puede ser desplazada a la 
región NIR. El tamaño, forma, estructura y composición son factores que modifican la 
frecuencia de resonancia de las NPs metálicas (Fernández-Cabada y col., 2012; Cobley 
y col., 2011). El control de la morfología y composición de las nanoestructuras de oro 
es un recurso poderoso para controlar su respuesta óptica, ya que pequeños cambios en 
la relación de aspecto de las partículas tienen un gran impacto sobre este parámetro 
(Kelly y col., 2003). En general, se utilizan dos estrategias para modificar la SPR en la 
región NIR mediante el control de la morfología en GNPs macizas  (Yang y Cui, 2008) 
y mediante el ajuste del espesor de las paredes en nanoestructuras de oro huecas o de 
tipo núcleo-cubierta, también denominados nanoshells (NS) (Hirsch y col., 2006).  
La idea de la aplicación de las GNPs en fotoablación térmica de tumores data de 
los años 50 (Aden y Kerker, 1951), no habiendo sido ensayadas in vivo hasta los años 
90 (Welch y van Gemert, 1995). Trabajos recientes empleando estos nanomateriales 
describen reducciones en el tamaño tumoral superiores al 90% en diversos modelos 
animales (Lu y col., 2011; Gobin y col., 2007; Gupta y col., 2012).  
3.2.1.1 Nanoshells de oro 
La modificación de la longitud máxima de absorción en la región NIR se puede 
lograr empleando nanomateriales tipo nanoshells (NS), formados por un núcleo de un 
material dieléctrico y una carcasa metálica. El material del núcleo más utilizado en este 
tipo de estructuras es la sílice densa recubierta de una carcasa de oro. Actualmente 
existen diferentes publicaciones en las que se detalla la síntesis y caracterización de 
diferentes tipos de NS para diagnóstico y terapia que combinan propiedades ópticas y 
magnéticas. Estos materiales consisten básicamente en una matriz de sílice con núcleo 
magnético (Melancon y col., 2011; Khosroshahi y Ghazanfari 2012; Ji y col., 2007) o 
NPs de magnetita en su superficie (Kim J y col., 2006; Stoeva y col., 2005) y una 
cubierta de oro. Las propiedades espectrales de estas estructuras se pueden controlar 
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mediante la variación de las dimensiones relativas del núcleo y la cubierta (Pissuwan y 
col., 2006). Se ha demostrado que las NS de núcleo de sílice densa y cubierta de oro, 
tras irradiación con un láser NIR, son capaces de generar hipertermias letales tanto en 
líneas celulares (Cheng y col., 2009; Carpin y col., 2011) como en modelos animales 
tumorales (Gobin y col., 2007; Gupta y col., 2012). En la actualidad se está llevando a 
cabo un ensayo clínico en pacientes con tumores refractarios o recurrentes de cabeza y 
cuello (http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00848042) para evaluar la eficiencia de las 
NS en la supresión de estos tumores. Merece la pena señalar la reciente generación de 
NS con núcleo de sílice porosa y su aplicación para la liberación controlada de 
moléculas de interés tras la irradiación NIR (Yagüe y col., 2010). 
3.2.1.2 Nanopartículas de oro huecas 
Las nanoesferas de oro huecas (HGNPs, del inglés Hollow Gold Nanoparticles) 
se componen de una delgada cubierta de oro con un interior hueco y se caracterizan por 
la presencia de un máximo de absorción intenso en la región NIR del espectro 
(Schwartzberg y col., 2006). La relación entre el diámetro y el espesor de la cubierta 
metálica, así como su uniformidad, determinan la posición y la anchura del máximo de 
absorción de radiación electromagnética en la región NIR, respectivamente     
(Preciado-Flores y col., 2011). Las nanoestructuras huecas ofrecen varias ventajas sobre 
las NPs de oro macizas, como una mayor eficiencia de absorción de luz en la región 
NIR por unidad de masa, lo que implica una reducción de la cantidad y coste del 
material empleado para su síntesis. Una ventaja adicional del uso de estas NPs en 
aplicaciones biológicas proviene de la posibilidad de almacenaje de biomoléculas en su 
interior (Liang y col., 2005; Kumar y col., 2005; You y col., 2010). Al igual que en el 
caso de las NS, se ha demostrado que las HGNPs en combinación con un láser NIR 
pueden actuar como agentes fototérmicos eficientes tanto en líneas celulares (Cheng y 
col., 2009) como en modelos animales (Lu y col., 2011; Gupta y col., 2012). 
3.2.1.3 Nanorods de oro 
Los nanobastones de oro (NRs, del inglés nanorods) poseen forma alargada y se 
caracterizan por presentar propiedades ópticas únicas dependientes de sus dimensiones 
(Yang y Cui, 2008). Como consecuencia de su evolución de esferas a bastones, su 
resonancia plasmónica presenta dos bandas de absorción en el espectro 
electromagnético, perpendiculares entre sí. La primera se conoce como banda 
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transversal de plasmones, se debe a la absorción y dispersión de la luz a lo largo de la 
anchura del NR y se encuentra en la región visible, a una longitud de onda de unos    
520 nm. La otra banda se conoce como banda longitudinal de plasmones, se debe a la 
absorción y dispersión relativa de la luz a lo largo del eje longitudinal del NR y se 
encuentra en la región NIR del espectro electromagnético. La morfología de los NRs 
puede afectar notablemente a su espectro de absorción al aumentar la relación de 
aspecto (longitud/anchura), pudiéndose desplazar la banda de absorción longitudinal 
dentro de la región NIR del espectro (Link y El-Sayed, 1999). En comparación con 
otros tipos de NIR-NPs, los NRs poseen una mayor eficiencia de absorción de luz en su 
banda longitudinal de plasmones por unidad de volumen (Yang y Cui 2008; Huff y col., 
2007). Los NRs presentan además anchuras de banda significativamente más estrechas 
que las NPs esféricas dentro de la misma frecuencia de resonancia mostrándose más 
eficientes en la conversión de la energía absorbida en calor, siendo así capaces de 
producir altos gradientes térmicos en medios con baja conductividad térmica (Chou y 
col., 2005). Datos existentes en la bibliografía indican que los NRs pueden actuar como 
agentes fototérmicos eficientes tanto in vitro como in vivo en presencia de un láser NIR 
(Li y col., 2010; Fernández-Cabada y col., 2012; Puvanakrishnan y col., 2012). Sin 
embargo, los NRs sintetizados empleando como surfactante bromuro de 
hexadeciltrimetilamonio (CTABr), que actúa como estabilizador, podrían resultar 
citotóxicos debido a la capacidad de degradación de membranas biológicas y péptidos 
por parte de este agente, observado tanto in vitro como in vivo (von Maltzahn y col., 
2009; Lee y col., 2009). La posibilidad de recubrir la superficie de los NRs con 
polímeros neutros o surfactantes iónicos, además de mejorar notablemente su 
biocompatibilidad aumenta su estabilidad coloidal, factor determinante en aplicaciones 
biomédicas (Rayavarapu y col., 2010). 
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En base a los antecedentes expuestos, los objetivos propuestos para el desarrollo 
de este trabajo fueron los siguientes:  
1. Evaluar el efecto de la funcionalización superficial de NPs de sílice mesoporosa 
(MSN), mediante unión covalente a aminas primarias o cuaternarias y/o recubrimiento 
con aminas cíclicas y polímeros catiónicos, sobre la eficiencia de transfección en 
cultivos de células humanas. 
2. Estudiar la influencia del tamaño de NPs basadas en oro y funcionalizadas con 
polietilenimina (GNPs-PEI) sobre la eficiencia de transfección en cultivos de células 
humanas, y su relación con los mecanismos de internalización celular. 
3. Analizar la capacidad de NPs plasmónicas basadas en oro (NIR-NPs) para generar 
hipertermia óptica y mediar expresión transgénica dependiente del incremento de 
temperatura en cultivos de células humanas. 
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1. NANOPARTÍCULAS ENSAYADAS 
Las NPs utilizadas en el presente trabajo han sido generadas y/o caracterizadas 
por el Grupo de Superficies y Partículas Nanoestructuradas del Instituto de Nanociencia 
de Aragón (NFP-INA) en Zaragoza (Tabla 1). 
 
 
 
 
 
 
Tabla 1. Listado de las NPs empleadas en el desarrollo de este trabajo.  
 
1.1 MSN 
Como punto de partida para la síntesis de MSN de MCM-41, se siguió el 
procedimiento descrito por Zeng y col., (2005) que describe la síntesis de dichas 
partículas por reacción de un gel precursor (1 TEOS: 0,035 CTABr: 0,175 NaOH: 692,5 
H2O) bajo agitación a 80ºC durante 3 h. El ortosilicato de tetraetilo (TEOS)        
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.) se utiliza como fuente de silicio y el CTABr 
(Sigma-Aldrich) como agente director de la estructura (ADE). El catalizador de la 
reacción es el hidróxido de sodio (NaOH) (Panreac, Barcelona, España). Una vez 
obtenidas las MSN, el ADE se elimina para dejar libre la estructura mesoporosa 
mediante extracción con una mezcla de HCl al 10% en etanol absoluto durante al menos 
12 h a 80ºC. Después el producto se lava con etanol, empleando al menos 3 ciclos de 
centrifugación. Se evitó la calcinación como método para eliminar el surfactante, ya que 
este procedimiento da lugar a la aglomeración inter partículas y agregación irreversible. 
La extracción completa del surfactante en las MSN se corroboró mediante 
espectrofotometría infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, del inglés Fourier 
Transform Infra-Red Spectroscopy) con el objetivo de excluir cualquier efecto 
citotóxico asociado a un posible remanente de CTABr en el material resultante. De esta 
Material y métodos 
34 
 
manera, la carga eléctrica en las MSN se atribuye únicamente a su funcionalización 
superficial. Posteriormente, la superficie de las MSN sintetizadas se modificó con 
distintos grupos funcionales y/o con distintos recubrimientos poliméricos con el 
objetivo de invertir la carga negativa de la superficie del material, proporcionada 
inicialmente por grupos hidroxilo y facilitar su estabilización hidrodinámica. Para ello 
se ha empleado la unión covalente de grupos amino primarios (MSN-NH2), siguiendo el 
protocolo experimental aplicado a zeolitas (aluminosilicatos) descrito por Kulak y col., 
(2000) y de grupos amonio (MSN-NH4+) de acuerdo al método descrito previamente por 
Balas y col., (2008). Otra alternativa para la obtención de MSN cuyas superficies estén 
cargadas positivamente a pH fisiológico es la introducción de recubrimientos 
poliméricos. Una de las vías utilizadas ha sido el recubrimiento mediante cloruro de 
poli(dialildimetilamonio) (PDDA, Sigma-Aldrich), portador de grupos amino 
cuaternarios, para generar las MSN-NH2-PDDA. Esta especie de MSN se obtuvo a 
partir de la incubación de MSN-NH2 con una solución de polímero catiónico PDDA 
disperso en agua a una concentración de 4 mg/ml. Otro polímero utilizado para el 
recubrimiento de las NPs de sílice fue PEI (Sigma-Aldrich) que posee grupos aminos 
primarios, secundarios y terciarios en una proporción de 1: 1,2: 0,76, respectivamente, 
para generar las MSN-PEI. Para llevar a cabo la síntesis de las MSN-PEI, se añadió      
1 ml de una disolución de PEI 0,5x10-3 M a 20 ml de una suspensión de MSN al 1% en 
peso, agitando a temperatura ambiente. En ambos casos, las MSN resultantes se 
purificaron por diálisis para eliminar el exceso de PDDA y PEI respectivamente. 
1.2 GNPs 
En el desarrollo del presente trabajo se han utilizado cuatro tipos de GNPs que 
difieren en su funcionalización superficial y en su tamaño (Tabla 1).  
La síntesis y la estabilización de las NPs denominadas GNPs < 10 nm, se llevó a 
cabo utilizando el método de reducción de ácido cloroáurico (HAuCl4, Strem 
Chemicals, Newburyport, MA, EE.UU.) mediante el empleo de citrato de sodio 
(C6H5Na3O7) de acuerdo al método descrito por Kim y col., (2008) introduciendo 
algunas modificaciones. En el caso de las GNPs < 10 nm funcionalizadas con PEI, 
GNPs-PEI < 10 nm, el polímero no solo se utiliza como recubrimiento, sino que, 
además, desempeña un papel como agente reductor en la síntesis de las GNPs a partir de 
HAuCl4. Para ello, a un volumen de 20 ml de una disolución de HAuCl4 a 0,05 mg/ml 
se le añadió 1 ml de disolución de PEI 0,5x10-3 M, agitando vigorosamente. Las GNPs 
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comerciales de tamaño < 100 nm (Sigma-Aldrich) se modificaron con recubrimiento de 
PEI. A un volumen de 20 ml de la suspensión de oro nanoparticulado comercial al 1% 
en peso, se añadió 1 ml de PEI 0,5x10-3 M, agitándose a temperatura ambiente.  
Tanto en el caso de las GNPs-PEI < 10 nm como de las GNPs-PEI < 100 nm, el 
exceso de PEI se eliminó mediante diálisis. 
1.3 NIR-NPs BASADAS EN ORO 
1.3.1 NS 
La preparación de las NS de oro se realizó siguiendo el procedimiento general 
descrito por Oldenburg y col., (1998). En primer lugar se prepararon NPs de sílice que 
constituyen el núcleo siguiendo el procedimiento de síntesis de NPs de sílice densa 
descrito por Stöber y col., (1968). Una vez obtenidas las NPs de sílice densa, su 
superficie se modificó mediante enlace covalente entre los grupos hidroxilo 
superficiales y un reactivo con grupos amino terminales, 3-aminopropiltrietoxisilano 
(APTES). Para ello se añadieron 50 ml de etanol absoluto y 50 µl de APTES al medio 
de reacción que contenía las NPs, y se dejaron reaccionar durante 2 h en agitación. 
Transcurrido este tiempo se calentó el recipiente de reacción en un baño a 60ºC y se 
mantuvo durante 1 h con agitación. Una vez modificadas las partículas, se lavaron con 
etanol mediante 3 ciclos de centrifugación y dispersión en ultrasonidos. Las NPs de 
sílice funcionalizadas con grupos amino, constituyen el núcleo de las NS. Por otra parte, 
se prepararon GNPs siguiendo el método de Duff y Baiker, (1993) que consiste en la 
reducción de HAuCl4 en medio básico y en presencia de cloruro de 
tetrakis(hidroximetil)fosfonio (THPC) como agente reductor. A un volumen de 45 ml 
de agua Milli-Q se añaden 0,5 ml de NaOH 1 M y 1 ml de THPC al 1,2% en peso en 
agua, y se agita durante 5 min. Después se añaden rápidamente 2 ml de HAuCl4 al 1% 
en peso en agua. En estas condiciones se obtienen las GNPs cuyo tamaño oscila entre 1 
y 4 nm. A continuación, la superficie de las NPs de sílice se siembra con las GNPs, 
poniendo en contacto un exceso de éstas con los núcleos de sílice aminada. Para ello se 
añadieron 10 ml de las GNPs a 1 ml de la suspensión de NPs de sílice funcionalizadas 
con grupos amino, la mezcla se agitó manualmente y se dejó en reposo durante 2 h a 
temperatura ambiente protegida de la luz. En estas condiciones se genera un enlace 
dativo entre el par de electrones libre de los átomos de nitrógeno de los grupos amino 
terminales y las GNPs (Grabar y col., 1996). El producto se centrifugó a 2000 rpm 
durante 30 min, al menos 6 veces, hasta conseguir un sobrenadante claro. El pellet de 
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color rojizo, característico del recubrimiento de los núcleos de sílice con GNPs, se 
resuspendió en 5 ml de agua.  La carcasa de oro se creció poniendo en contacto 200 µl 
de las NPs de sílice recubiertas con NPs de oro con 4 ml de una solución de HAuCl4 y 
carbonato potásico (K2CO3). Posteriormente, se añadieron 10 µl de formaldehído y la 
mezcla se mantuvo en agitación durante 5 min. Cuando la cubierta de oro queda 
totalmente establecida la solución adquiere un color azul característico. Por último, las 
NS se separaron mediante centrifugación, se re-dispersaron en agua y se almacenaron 
para su uso posterior. Todos los productos químicos empleados fueron adquiridos a 
Sigma-Aldrich y se utilizaron siguiendo las recomendaciones del proveedor.  
1.3.2 HGNPs 
Las HGNPs se sintetizaron mediante la reacción de reemplazo galvánico de 
cobalto con oro utilizando poli(vinilpirrolidona) (PVP) como agente estabilizador, 
siguiendo el protocolo experimental descrito previamente por Schwartzberg y col., 
(2006) con algunas modificaciones (Preciado-Flores y col., 2011). La síntesis se llevó a 
cabo utilizando métodos libres de aire para evitar la oxidación prematura de las 
partículas de cobalto. Se combinaron 100 ml de agua Milli-Q con 100 µl de cloruro de 
cobalto hexahidratado (CoCl2·6H2O) 0,4 M y 400 µl de citrato de sodio dihidratado 
(Na3C6H5O7·2H2O) 0,1 M. La solución se desgasificó mediante burbujeo con gas argón 
durante 40 min sin agitación magnética. A esta solución se añadieron 100 µl de una 
solución de PVP (C6H9NO)n  (55 kDa) al 1% en peso y 100 µl de borohidruro de sodio 
(NaBH4) 1 M con agitación magnética. En el transcurso de segundos, el color de la 
solución viró de rosa pálido a marrón, lo que indicó la formación de las NPs de cobalto. 
La dispersión de NPs de cobalto se desgasificó mediante burbujeo con gas argón 
durante 15 min. El cese del burbujeo indicó que la hidrólisis del borohidruro se había 
completado. Posteriormente, 30 ml de la suspensión de NPs de cobalto se mezclaron en 
agitación con una solución de HAuCl4 a una concentración de 0,15x10-3 M, lo que 
permitió la formación de CoCl2 y la reducción del Au3+. Esta dispersión se mantuvo en 
agitación durante otros 30 min a temperatura ambiente para permitir la oxidación 
completa del cobalto. El cambio de color de la dispersión, de marrón a verde, indica que 
la formación de las HGNPs se ha completado con éxito. Todos los productos químicos 
fueron adquiridos a Sigma-Aldrich y se utilizaron siguiendo las recomendaciones del 
proveedor. 
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1.3.3 NRs acoplados a metil-polietilenglicol-tiol 
Los NRs de oro se sintetizaron siguiendo un protocolo mediado por la formación 
de semillas en solución acuosa (Ni y col., 2008). La dispersión de semillas se preparó 
mediante la adición de 0,18 ml de HAuCl4 al 1% en peso a 10 ml de una solución de 
CTABr 0,1 M y posterior agitación. A continuación, 600 µl de una solución fría de 
NaBH4 0,01 M, se mezclaron rápidamente con la dispersión anterior, seguido de una 
rápida inversión durante 2 min. La dispersión de semillas se mantuvo a temperatura 
ambiente durante al menos 2 h antes de su uso. Para crecer los NRs, se mezclaron con 
agitación magnética 125 ml de CTABr 0,2 M, 6,25 ml de AgNO3 0,004 M, 125 ml de 
HAuCl4 0,001 M y 1,75 ml de ácido ascórbico 0,079 M en un matraz al baño maría a 
28ºC. Al añadir el ácido ascórbico, el color de la solución pasa de amarillo a 
transparente. En ese momento se añaden 300 µl de las semillas preparadas. La reacción 
se mantiene 20-30 min para alcanzar el tamaño de NRs deseado. A continuación los 
NRs recubiertos con CTABr se centrifugaron y se resuspendieron en                       
metil-polietilenglicol-tiol (mPEG) de 5 KDa 250 µM (Laysan Bio Inc. Arab, AL, 
EE.UU.). La mezcla se mantuvo durante 1 h a temperatura ambiente. El exceso de 
mPEG se eliminó mediante purificación por diálisis (von Maltzahn y col., 2009). Todos 
los productos químicos fueron adquiridos a Sigma-Aldrich y se utilizaron siguiendo las 
recomendaciones del proveedor. 
1.4 Caracterización de las NPs y los complejos NPs/ADN 
Las determinaciones de distribución de tamaño y potencial zeta de las 
dispersiones de NPs y complejos NPs/ADN en distintos medios, que varían en cuanto a 
pH, fuerza iónica y presencia o ausencia de proteínas, se obtuvieron mediante 
espectroscopía de correlación fotónica (PCS, del inglés Photon Correlation 
Spectroscopy) empleando un analizador de tamaño de partícula Brookhaven 90 Plus 
(Brookhaven Instruments Co, Holtsville, NY, EE.UU.). Para las cuantificaciones de 
estas medidas se utilizó un software de análisis multimodal y se tuvo en cuenta la 
viscosidad de los medios de dispersión de las NPs y el índice de refracción de las 
mismas. La distribución del tamaño de partícula se logra en base a una representación 
de la intensidad relativa de luz dispersada por NPs de diferentes tamaños (conocida 
como intensidad de distribución de tamaño). Para llevar a cabo esta determinación, se 
emplea una función de autocorrelación mediante un algoritmo que separa las diferentes 
poblaciones de NPs. La resolución en la separación de poblaciones fue de un factor de 
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cinco o más y la diferencia en las intensidades relativas entre dos poblaciones diferentes 
fue menor de 1:10-5. Todas las determinaciones de las muestras se realizaron por 
triplicado. 
El estudio morfológico de las diferentes NPs por microscopía electrónica de 
transmisión (MET) se llevó a cabo mediante el uso de un microscopio JEOL 2010F 
(JEOL, Tokio, Japón), que trabaja a 200 kV y tiene una resolución de punto a punto de 
0,19 nm. Los aglomerados de NIR-NPs en suspensiones acuosas se observaron 
mediante microscopía confocal láser de barrido (MCLB). Para ello se prepararon 
suspensiones de NIR-NPs a 0,01 mg/ml, y 200 µl de cada suspensión se montaron sobre 
un portamuestras con glicerol al 90% en tampón fosfato salino (PBS, pH = 7,4). Debido 
a su carácter metálico, las NIR-NPs se pudieron visualizar directamente utilizando el 
modo de reflexión del microscopio confocal, excitando la muestra con la línea láser de 
488 nm y recogiendo la emisión de la señal en el rango de 480-500 nm. Como control, 
las NIR-NPs se visualizaron empleando luz transmitida. Ambos métodos de detección 
se compararon mediante el análisis de imágenes superpuestas de los mismos campos. El 
tamaño de los aglomerados de NIR-NPs detectados en medios acuosos se determinó 
fotografiando cinco campos que contenían un número de aglomerados representativo de 
la muestra (200 agregados por campo, seleccionados al azar de tres experimentos 
independientes). Para evitar imprecisiones en la medida, las fotografías se ampliaron y 
los contornos de las partículas se determinaron manualmente mediante un software de 
análisis de imagen (Image J/Fiji; http://fiji.sc/). A continuación se procedió al análisis 
de las imágenes determinando el área delimitada por dichos contornos y se calculó el 
diámetro del círculo equivalente (DCE). Los valores de DCE se representaron como 
histogramas de frecuencia relativa que muestran la distribución de tamaño de los 
aglomerados. Para determinar el número de aglomerados internalizados por célula se 
examinaron tres campos (50-100 células por campo), seleccionados al azar de tres 
experimentos independientes.   
La cantidad de polímero PEI acoplado a la superficie de las diferentes NPs se 
evaluó mediante análisis termogravimétrico, con una velocidad de calentamiento de 
10°C/min en una atmósfera de flujo de nitrógeno, empleando el sistema TGA/SDTA 
851 (Mettler Toledo, Barcelona, España). 
Para el análisis del espectro de absorción de los distintos nanomateriales basados 
en oro en la región ultravioleta-visible-infrarrojo cercano (UV-VIS-NIR), se utilizó un 
espectrofotómetro modelo 8453 de Agilent® (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, 
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CA, EE.UU.). La cuantificación de la cantidad de oro internalizada por células humanas 
se determinó a partir de la digestión de las muestras de células con una mezcla de ácido 
clorhídrico y ácido nítrico (3HCl:HNO3). La solución obtenida tras la lisis celular se  
analizó mediante espectrometría de masas con fuente de plasma de acoplamiento 
inductivo (ICP-MS, del inglés Inductively-Coupled Plasma Mass Spectrometry). Como 
estándar para el análisis se utilizó TraceCERT® que contiene oro a una concentración 
de 1 mg/ml. 
 
2. CULTIVOS CELULARES 
En la realización de este estudio se ha utilizado la línea celular de osteosarcoma 
humano, Saos-2 (ATTC No. HTB-85), y la línea celular de carcinoma cervical humano, 
HeLa (ATCC No. CCL-2). A partir de ambos tipos celulares se generaron líneas 
celulares estables que expresan de forma constitutiva una proteína de localización 
endocítica (células Saos-2-pAcGFP-1-Endo) o de forma inducible, mediada por la 
aplicación de calor, la proteína fluorescente monomérica DsRed o la forma 
hiperfusogénica de la glicoproteína de membrana del virus de la leucemia de gibón 
FMG-GALV (células HeLa-DsRed-Monómero o HeLa-GALV, respectivamente).  
Las células Saos-2, HeLa y las líneas celulares derivadas se cultivaron en medio 
DMEM (Invitrogen, Barcelona, España) suplementado con 10% de suero fetal bovino 
(Innogenetics, Barcelona, España), 100 UI/ml de penicilina y 100 mg/ml de 
estreptomicina (Invitrogen)  (DMEM-FBS) y se incubaron a 37ºC, 5% de CO2 y 95% de 
humedad relativa. 
2.1 Establecimiento de líneas celulares estables a partir de células Saos-2 
La línea celular Saos-2-pAcGFP1-Endo se aisló tras la transfección estable del 
plásmido pAcGFP-1-Endo (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, Francia), en células 
Saos-2. pAcGFP-1-Endo es un vector de expresión que codifica una proteína de fusión 
verde fluorescente Aequorea coerulescens (AcGFP1) fusionada con la proteína humana 
RhoB-GTPasa, la cual se localiza en la superficie de vesículas de la vía endocítica, bajo 
control del promotor de citomegalovirus (CMV).  
Las células Saos-2 se sembraron a una densidad de 3x105 células/cm2 en placas 
de 100 mm y se cultivaron durante 24 h para permitir la adhesión celular. A 
continuación, se transfectaron con el plásmido pAcGFP-1-Endo combinado con 
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LipofectAMINATM/Plus (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del proveedor. Los 
transformantes se seleccionaron en medio de cultivo suplementado con 600 µg/ml de 
G418 (Invivogen, San Diego, California, EE.UU.). Se aislaron líneas celulares clonales 
independientes con capacidad proliferativa similar a las células parentales. La línea 
celular Saos-2-pAcGFP1-Endo se seleccionó mediante análisis por MCLB y se 
mantuvo de forma rutinaria en medio de cultivo suplementado con 600 µg/ml de G418. 
Para confirmar el marcaje específico de los endosomas en la línea celular generada, las 
células se trataron con transferrina y toxina colérica acopladas a AlexaFluor 594 (ambas 
de Invitrogen), marcadores específicos de la endocitosis mediada por vesículas de 
clatrina y de la mediada por caveolina, respectivamente. Para ello se sembraron las 
células Saos-2-pAcGFP1-Endo a una densidad de 3x104 células/cm2 y se incubaron 
durante 1 h en presencia de 10 µg/ml de toxina colérica o 50 µg/ml de transferrina, 
ambos agentes acoplados a fluorocromo. La visualización se llevó a cabo mediante 
MCLB como se describe en el apartado 7. 
2.2 Establecimiento de líneas celulares estables a partir de células HeLa 
Las células HeLa-DsRed-Monómero y HeLa-GALV se aislaron después de la 
transfección estable de los plásmidos HSP70B-DsRed-Monómero y HSP70B-GALV, 
respectivamente, en células HeLa. Las construcciones HSP70B-DsRed-Monómero y 
HSP70B-GALV albergan la secuencia del monómero DsRed y de FMG-GALV bajo el 
control del promotor del gen humano termosensible HSP70B. Para generar la 
construcción plasmídica HSP70B-DsRed-Monómero, un fragmento HindIII-EcoRI del 
plásmido pDsRed-Monómero (Clontech) que contiene la secuencia del ADN 
complementario (ADNc) de la proteína fluorescente monomérica DsRed, se insertó 
entre los sitios únicos HindIII y EcoRI de la construcción CMV-HSP70B, descrita 
previamente (Vilaboa y col., 2005). Para generar la construcción HSP70B-GALV, un 
fragmento del plásmido CMV-GALV (cedido por el Dr. Richard Vile, Clínica Mayo, 
Minnesota, EE.UU.) que contiene la secuencia del ADNc de FMG-GALV (Bateman y 
col., 2000), se amplificó por PCR empleando los oligonucleótidos                                
5´-GATATCTGCAAGCTTCGGCTTCTC y 5´-AGTGTGGTGGAATTCGGCTTTC. 
El producto de PCR se digirió con las enzimas HindIII y EcoRI y el fragmento 
resultante se insertó entre los sitios únicos HindIII y EcoRI de la construcción       
CMV-HSP70B. 
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Las células HeLa se sembraron a una densidad de 3x105 células/cm2 en placas de 
100 mm y se cultivaron durante 24 h para permitir la adhesión celular. Las células se 
transfectaron con los plásmidos HSP70B-DsRed-Monómero o HSP70B-GALV 
combinados con LipofectAMINATM 2000 (Invitrogen), siguiendo las instrucciones del 
proveedor. Los transformantes se seleccionaron en medio de cultivo suplementado con 
600 µg/ml de G418 y se aislaron líneas celulares clonales independientes con capacidad 
proliferativa similar a las células parentales. La línea celular HeLa-DsRed-Monómero 
se seleccionó tras la aplicación de un choque térmico de 45ºC durante 30 min en un 
baño de agua termostatizado y posterior incubación durante 24 h en una atmósfera a 
37ºC, 5% de CO2 y 95% de humedad relativa, analizándose a continuación la expresión 
de la proteína monomérica DsRed mediante MCLB. Para determinar la intensidad de la 
fluorescencia derivada de la expresión de la proteína DsRed-Monómero, se examinaron 
los valores de fluorescencia correspondientes a 50 células individuales mediante el 
software de análisis de imagen Image J/Fiji. La detección de muerte celular promovida 
por la expresión de FMG-GALV se determinó 3 días después de un choque térmico de 
idénticas características. Tras lavar dos veces las células con PBS, éstas se tiñeron y 
fijaron con el colorante cristal violeta al 0,5% (p/v) (Merck, Darmstadt, Alemania) en 
etanol al 20% (v/v) durante 15 min a temperatura ambiente. Se repitieron los lavados 
con PBS necesarios para eliminar el exceso de colorante antes de la visualización 
mediante microscopía óptica (Olympus BX41, Olympus Corporation, Tokyo, Japón), 
que permitió la selección de la línea celular HeLa-GALV. Además, el efecto citotóxico 
promovido por la expresión de FMG-GALV se cuantificó mediante el ensayo de 
alamarBlue™ (Biosource, Nivelles, Bélgica) como se describe en el apartado 4. Ambas 
líneas celulares derivadas de células HeLa se mantuvieron rutinariamente en medio de 
cultivo suplementado con 600 µg/ml de G418.  
 
3. TRATAMIENTOS CELULARES 
Para los tratamientos con NPs, las células se sembraron a una densidad de 3x104 
células/cm2 en placas de 48 pocillos y se cultivaron durante 24 h. Para los experimentos 
específicos que incluyen MCLB y MET, 3x104 células/cm2 se sembraron en cámaras de 
cultivo de 8 pocillos. Inmediatamente antes del tratamiento, las dispersiones de NPs a 
concentraciones que oscilaron entre 1 y 10 mg/ml se sonicaron a la máxima potencia 
durante 2 min en un baño de ultrasonidos (Bransonic 12, Branson Ultrasonidos SAE, 
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Barcelona, España), se resuspendieron en DMEM-FBS a la concentración final deseada 
y se agitaron vigorosamente con vórtex para asegurar una suspensión de partículas 
homogénea. Las células se lavaron dos veces con PBS y se incubaron en DMEM-FBS 
conteniendo NPs.  
Para los experimentos con los complejos NPs/ADN, se mezcló 1 ml de las 
suspensiones de NPs en tampón fosfato sódico 50 mM, pH = 7,4 (FS) con el plásmido 
correspondiente, a las concentraciones y cantidades  indicadas, y se incubaron durante  
1 h en un agitador orbital (Fisher Scientific, Afora, Madrid, España) a temperatura 
ambiente para permitir la unión electrostática del ADN a la superficie de las NPs. Las 
suspensiones se centrifugaron a 12000 rpm y 4°C durante 5 min y los complejos 
NPs/ADN se resuspendieron en 1 ml de DMEM-FBS. Para los tratamientos celulares 
con los complejos NPs/ADN, los cultivos se lavaron dos veces con PBS y se incubaron 
en 500 µl DMEM-FBS conteniendo los complejos centrifugados durante los periodos 
indicados. Para cuantificar la eficiencia de unión del ADN a las NPs, inmediatamente 
después de la centrifugación de los complejos NPs/ADN los sobrenadantes se 
recuperaron y se sometieron a un protocolo estándar de precipitación de ácidos 
nucleicos con etanol (Sambrook y Russel, 2001). La cantidad de ADN presente en la 
muestra se precipitó y se midió su densidad óptica a 260 nm en un espectrofotómetro 
NanoDrop-100 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EE.UU.). La eficiencia de 
unión del ADN a las NPs se calculó como porcentaje de ADN conjugado a las NPs 
frente a la cantidad total de ADN añadido. 
En todos los experimentos en los que las células se trataron con NPs o complejos 
NPs/ADN, se emplearon como control células sometidas a las mismas manipulaciones 
experimentales en ausencia de tratamiento. 
 
4. ENSAYOS DE ACTIVIDAD METABÓLICA 
Como criterio para determinar la actividad metabólica celular se empleó el 
reactivo comercial alamarBlue. Este sistema incorpora un indicador de óxido-reducción 
que en respuesta a la actividad metabólica celular cambia de color y es capaz de emitir 
fluorescencia. Los ensayos preliminares llevados a cabo en el laboratorio indicaron que 
los resultados obtenidos empleando alamarBlue o recuento microscópico de células 
viables utilizando azul tripán eran equivalentes. Las células se lavaron con PBS y se 
incubaron durante 3 h con alamarBlue al 10% en DMEM-FBS sin rojo fenol. Se recogió 
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el medio de cultivo y después de aplicar una excitación a 530 nm, se cuantificó la 
fluorescencia emitida a 590 nm usando un espectrofluorímetro Synergy4 (BioTek 
Instruments, Winooski, VT, EE.UU.). Para descartar la posible interferencia de las NPs 
con el reactivo alamarBlue, en todos los casos se incubaron suspensiones de las NPs a 
0,5 mg/ml con el reactivo alamarBlue durante 3 h. Transcurrido el tiempo de 
incubación, las suspensiones se centrifugaron a 12000 rpm a 4ºC durante 5 min y la 
fluorescencia del sobrenadante se cuantificó como se ha descrito anteriormente.  
 
5. ENSAYOS DE TRANSFECCIÓN TRANSITORIA CON NPs 
Se conjugaron cinco plásmidos diferentes con distintos tipos de NPs:                
(i) pGL4.13 (Promega Biotech Ibérica, Madrid, España), que codifica un ADNc de 
luciferasa de luciérnaga bajo el control del promotor del virus del simio 40 (SV40), (ii) 
Label IT® CyTM3 (Mirus, Madison, WI, EE.UU.), plásmido marcado con el fluoróforo 
Cy3 que permite la visualización directa del ADN mediante MCLB,                           
(iii) pDsRed-Monómero-F Hyg (Clontech), vector de expresión que codifica una 
secuencia de 20 aminoácidos responsable de la señal de farnesilación de c-Ha-Ras y que 
se localiza en la pared interna de la membrana plasmática, fusionada con la región       
C-terminal del monómero DsRed, un mutante monomérico derivado de la proteína roja 
fluorescente Discosoma sp. DsRed, bajo el control del promotor CMV (iv) pEGFP-C1 
(Clontech), que codifica una proteína verde fluorescente (EGFP) bajo el control del 
promotor CMV y (v) pORF-HSV1tk (Invivogen), vector de expresión que codifica la 
proteína timidina quinasa del virus del herpes simple tipo 1 (HSV1tk) bajo el control de 
un promotor quimérico que comprende el promotor del factor de elongación α-1 y la 
región 5´ no traducida del virus linfotrópico de células T humanas (hEF1-HTLV). 
Finalmente, el plásmido pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) se utilizó como 
soporte en ensayos de internalización celular analizados mediante MCLB y MET.  
Para los ensayos de transfección, las células se lavaron dos veces con PBS y se 
incubaron hasta 72 h con 500 µl de DMEM-FBS conteniendo los complejos NPs/ADN. 
Como controles positivos de transfección se combinaron 245 ng de plásmido, en el caso 
de células Saos-2, ó 320 ng, en el caso de células HeLa, con 0,5 µl del reactivo 
comercial LipofectAMINA™/Reactivo Plus ó LipofectAMINA™ 2000 (ambos de 
Invitrogen), respectivamente, siguiendo las recomendaciones del fabricante. En el caso 
concreto de los estudios realizados con las MSN-PEI, como control de la transfección se 
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ha utilizado el polímero catiónico PEI. Los complejos PEI/ADN se prepararon mediante 
la incubación de 18 µg de PEI, cantidad de polímero equivalente a la detectada en la 
superficie de las MSN-PEI utilizadas en los ensayos de transfección, en 25 µl de tampón 
FS durante 10 min a temperatura ambiente. En paralelo se incubaron cantidades 
crecientes del plásmido pGL4.13 durante 10 min a temperatura ambiente en 25 µl del 
mismo tampón, que se mezclaron con la solución de PEI. La mezcla de PEI/ADN se 
incubó a temperatura ambiente durante 30 min para permitir el auto ensamblaje de los 
complejos. 
La eficiencia de transfección se determinó por recuento de células que 
expresaban EGFP y DsRed-Monómero en cultivos transfectados con pEGFP-C1 y 
pDsRed-Monómero-F-Hyg, respectivamente. Se realizó un recuento de células totales 
utilizando el modo de campo claro de un microscopio de fluorescencia (Leica AF 6000, 
Leica Microsystems, Heidelberg, Alemania) mientras que las células que expresaban los 
transgenes se detectaron empleando el modo de fluorescencia, lo que permitió calcular 
el porcentaje de células transfectadas. Se examinaron seis campos (150-200 células por 
campo) seleccionados al azar de tres experimentos independientes.  
La actividad de la proteína luciferasa de luciérnaga se cuantificó utilizando un 
kit comercial (Luciferase Assay System, Promega Biotech Ibérica) en un luminómetro 
Wallac 1450 Microbeta Trilux (Perkin Elmer, Waltham, MA, EE.UU.). Los resultados 
se normalizaron de acuerdo a los niveles de proteínas en los extractos, que se 
cuantificaron empleando el kit comercial BioRad® Protein Assay (BioRad, Madrid, 
España).  
Para los ensayos de citotoxicidad inducida, las células se incubaron con 
complejos NPs/pORF-HSV1tk durante 48 h. Posteriormente, las células se lavaron con 
PBS dos veces y se incubaron durante 7 días en presencia o ausencia de medio   
DMEM-FBS que contenía 10 µg/ml de Ganciclovir (GCV, Invivogen). Al finalizar el 
ensayo, las células se tiñeron con cristal violeta y se analizaron como se ha descrito en 
el apartado 2.2. 
 
6. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA DE TRANSMISIÓN 
  Tras los tratamientos, las células se lavaron dos veces con PBS, y se fijaron 
durante 1 h con glutaraldehído al 3,5%. La post-fijación se realizó durante 1,5 h en 
tetraóxido de osmio al 1% a temperatura ambiente. Después de varias etapas de lavado 
Material y métodos 
45 
 
con tampón fosfato 0,1 M, la muestra se deshidrató en una serie gradual de etanol (30, 
50, 70, 95 y 100% vol.) y óxido de propileno. Posteriormente la muestra se integró en 
una resina tipo Durcupan (Fluka, Sigma-Aldrich) cuya polimerización se llevó a cabo a 
60ºC durante 48 h. Las secciones, con un grosor aproximado de 60, nm se montaron en 
rejillas de níquel y se tiñeron con acetato de uranilo antes de su visualización en un 
microscopio JEOL JEM1010 (JEOL). 
 
7. MICROSCOPÍA CONFOCAL LÁSER DE BARRIDO  
Para visualizar los filamentos de actina, las células se fijaron con 
paraformaldehído al 4% en PBS durante 20 min. Posteriormente se permeabilizaron con 
Tritón X-100 al 0,1% en PBS durante 15 min y se incubaron con faloidina conjugada 
con Atto 647N (Sigma-Aldrich) durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. 
Adicionalmente, el ADN nuclear se tiñó con 4,6 diamidino-2-phenylindole (DAPI) 
(Sigma-Aldrich). Se realizaron secciones de 0,5 µm a lo largo del eje z, obteniéndose 
imágenes en los planos x-z e y-z, que se analizaron utilizando el software Leica LAS 
AF, versión 2.0.1, build 2043.  
La señal de fluorescencia emitida por el plásmido Label IT Cy™3 se recogió en 
el rango de 549-570 nm después de excitar con la línea láser de 532 nm. Las NPs, o sus 
agregados, de tamaño superior al límite de resolución del confocal (258 nm en el plano 
xy) se visualizaron directamente utilizando el modo de reflexión del confocal, como se 
ha descrito en el apartado 1.4. 
Las señales derivadas de la expresión de las proteínas fluorescentes codificadas 
por pAcGFP1-Endo y pEGFP-C1 se visualizaron tras la excitación con la línea láser de 
488 nm, recogiendo la señal de emisión en el rango 475-505 nm. Las señales derivadas 
de la expresión de la proteína fluorescente DsRed codificada por pDsRed-Monómero-F 
Hyg y pDsRed se visualizaron tras excitar con la línea láser de 532 nm recogiendo la 
señal de emisión en el rango 557-585 nm. 
Las señales emitidas por los marcadores de endocitosis Alexa-Fluor 594-toxina 
colérica y AlexaFluor 594-transferrina se recogieron en el rango 590-617 nm tras 
excitación con la línea láser de 532 nm.  
Para los estudios de colocalización de los complejos NPs/ADN y endosomas, se 
emplearon células Saos-2-pAcGFP1-Endo. Los estudios de colocalización de las     
NIR-NPs y endosomas se llevaron a cabo en células HeLa, previamente transfectadas de 
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forma transitoria con el plásmido pAcGFP1-Endo y tratadas durante 24 h con las dosis 
indicadas de NPs. La evaluación de la colocalización de fluorocromos se realizó con el 
módulo de colocalización del software de Leica LAS AF, versión 2.0.1, Build 2043.  
 
8. ENSAYOS DE HIPERTERMIA ÓPTICA 
8.1 Excitación fototérmica de las NIR-NPs 
Los incrementos de temperatura producidos en respuesta a la absorción de luz en 
la región NIR por parte de los diferentes tipos de NIR-NPs se determinaron empleando 
300 µl de dispersiones conteniendo concentraciones comprendidas entre 0,005 y 0,1 
mg/ml de NIR-NPs resuspendidas en DMEM-FBS, que fueron expuestas directamente a 
la luz del láser NIR con una potencia de 2 W/cm2 durante 10 min. La irradiación se 
realizó con un sistema de láser infrarrojo que consiste en un láser de diodo de 808 nm 
de longitud de onda acoplado a una fibra óptica de 400 µm de diámetro (Optilas    
MDL-III-808-2W, Changchun Nuevas Industrias Optoelectrónica Technology Co., Ltd., 
Changchun, China) y un regulador de potencia (Modelo PD300-3W, Ofir Laser 
Measurement Group, Logan, UT, EE.UU.), todo ello integrado en el interior de una 
cámara termostatizada (Modelo Stuart SI60D, Fisher Scientific, Afora) para mantener la 
temperatura del ambiente de trabajo a 37ºC. Los cambios de temperatura se 
monitorizaron mediante la inmersión en el medio de cultivo de un termopar tipo K (RS 
Amidata, Madrid, España). 
8.2 Tratamiento fototérmico con laser NIR de células humanas 
Transcurrido el tiempo de incubación con las NIR-NPs, los cultivos se lavaron 
con PBS para eliminar las NPs no internalizadas por las células y se añadió medio 
DMEM-FBS fresco. Después, la monocapa celular  se irradió desde la parte superior 
con un haz de luz NIR a una potencia de 2 W/cm2 durante un periodo de hasta 60 min. 
Con los NRs-mPEG se llevó a cabo un ensayo adicional en el que no se realizó el paso 
de lavado previo a la exposición al láser, permaneciendo en el medio de cultivo durante 
la irradiación el material no internalizado en la célula. Inmediatamente después del 
tratamiento con el láser, el medio de cultivo se reemplazó por DMEM-FBS fresco y las 
células se incubaron durante los tiempos indicados en una atmósfera de 37ºC, 5% de 
CO2 y 95% de humedad relativa. 
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8.3 Ablación fototérmica mediante irradiación NIR 
La viabilidad celular se determinó en células HeLa tratadas con dosis de 0,05 y 
0,1 mg/ml de NIR-NPs y expuestas a láser NIR durante 30 min, como se ha descrito en 
el apartado 8.2, mediante tinción celular con calceína y yoduro de propidio, que 
permiten la distinción entre células viables y dañadas, respectivamente. Las células 
adheridas se lavaron con PBS y se trataron durante 30 min con acetoximetil éster de 
calceína  8x10-3 M (Calceína-AM, Sigma-Aldrich) y yoduro de propidio 1x10-3 M (IP, 
Sigma-Aldrich), disueltos en DMEM-FBS, en un incubador humidificado a 37ºC, 5% 
de CO2 y 95% de humedad relativa. Posteriormente, las muestras se lavaron 
cuidadosamente con PBS, se fijaron con paraformaldehído al 4% en PBS y se 
visualizaron mediante MCLB. Para determinar el mecanismo de muerte celular se 
realizó una tinción de caspasa-3 activa. Las células permeabilizadas se incubaron con 
BSA al 1% en PBS durante 1 h para bloquear las uniones inespecíficas y a continuación 
con el anticuerpo policlonal de conejo anti-caspasa-3 humana conjugado con Alexa 488 
(Cell Signaling Tech, Beverly, MA, EE.UU.), diluido en BSA al 1% en PBS. Después 
de lavar con Tween 20 al 0,05% en PBS, las células se incubaron con faloidina 
conjugada con Atto 647N (Sigma-Aldrich) para la visualización del citoesqueleto de 
actina. En ambos casos las muestras se examinaron mediante MCLB.  
8.4 Expresión transgénica inducida mediante las NIR-NPs 
Para evaluar la expresión génica inducida por las NIR-NPs, las células        
HeLa-DsRed-Monómero se trataron con dosis de 0,005, 0,01 y 0,05 mg/ml de NIR-NPs 
y se irradiaron con luz NIR durante 15, 30 y 60 min, como se describe en el apartado 
8.2. Transcurrido el tiempo de incubación las células se fijaron y permeabilizaron como 
se describe en el apartado 7. Para la visualización del citoesqueleto de actina las células 
se incubaron con faloidina conjugada con Atto 425 (Sigma-Aldrich). La presencia de las 
NIR-NPs y la señal de fluorescencia derivada de la expresión de la proteína          
DsRed-Monómero se visualizaron por MCLB, como se describe en los apartados 1.4 y 
7, respectivamente.  
Para analizar la actividad antiproliferativa de cultivos celulares expuestos a 
hipertermias ópticas subletales y letales, las células HeLa-GALV se trataron con dosis 
de 0,01 y 0,1 mg/ml de NIR-NPs y se irradiaron con luz NIR durante 30 min, como se 
describe en el apartado 8.2. Las células se tiñeron con cristal violeta y la visualización 
se llevó a cabo mediante microscopía óptica como se ha descrito en el apartado 2.2. El 
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análisis de las imágenes mediante el software Image J/Fiji permitió cuantificar el 
tamaño del área de ablación (mm2) en la capa celular. 
 
9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
  En todos los experimentos que lo han requerido, los resultados numéricos se 
exportaron al programa GraphPad Prism 5.00-TRIAL (La Jolla, CA, EE.UU.) donde se 
llevó a cabo el análisis estadístico. Los resultados descritos en el texto se han expresado 
como media  ±  desviación estándar (DE). Las diferencias entre grupos se estudiaron 
mediante el análisis de la varianza (ANOVA) de una vía. El test post hoc de  Bonferroni 
se utilizó para aislar diferencias específicas. Valores de p < 0,05 se consideraron 
estadísticamente significativos. 
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1. OPTIMIZACIÓN DE LA CAPACIDAD DE TRANSFECCIÓN DE MSN 
MEDIANTE FUNCIONALIZACIÓN SUPERFICIAL 
 La funcionalización superficial de MSN con moléculas cargadas positivamente a 
pH fisiológico es una estrategia que maximiza la capacidad de conjugación 
electroestática del material a moléculas de ácidos nucleicos, cargadas negativamente, 
con el objetivo de favorecer la transferencia del material genético conjugado a células 
humanas. Las propiedades físicas de los materiales tales como su densidad de carga, 
tamaño y estabilidad coloidal, entre otras, son parámetros de gran importancia que 
determinan su eficacia como agentes de transfección (Tan y col., 2007). En este 
apartado nos propusimos investigar la influencia de estos parámetros en la capacidad de 
transfección de MSN funcionalizadas. 
1.1 Caracterización de las MSN funcionalizadas 
La caracterización morfológica completa de las MSN utilizadas en este trabajo 
se realizó con anterioridad por el grupo NFP-INA (Yagüe y col., 2008). Las NPs de 
MCM-41 presentan una estructura con un tamaño de partícula promedio de 130 ± 20 nm 
y un volumen de poro de 0,98 cm3/g. La morfología de las MSN funcionalizadas 
(MSNF) se caracterizó mediante MET observándose su conformación esférica y 
altamente porosa (Fig. 7).  
 
 
 
 
 
Figura 7. Caracterización del material MCM-41. (A) Morfología de las MSN sin funcionalizar observada 
mediante MET. La caja muestra un detalle ampliado de la estructura mesoporosa del material.               
(B) Representación esquemática de las MSN funcionalizadas con -PEI, -NH2, -NH4+ y -NH2-PDDA.  
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Los valores de carga superficial tras la resuspensión en agua de las MSN unidas 
covalentemente a grupos amino primarios (MSN-NH2) o cuaternarios (MSN-NH4+) y de 
las MSN recubiertas con polímeros catiónicos como PDDA (MSN-NH2-PDDA) o PEI 
(MSN-PEI) se muestran en la Tabla 2. Se observó que tanto la adición de grupos -NH4+ 
a la superficie de las MSN como el recubrimiento con PEI o -NH2-PDDA resultan en un 
incremento de potencial zeta mayor que el observado tras la funcionalización con 
grupos -NH2. Sin embargo, el perfil de cargas superficiales que muestran las MSNF en 
agua experimentó un cambio drástico tras su dispersión en DMEM-FBS. En este 
solvente rico en proteínas, todas las especies de MSNF mostraron una acusada 
disminución de su potencial zeta, generándose una inversión de polaridad de sus cargas 
netas superficiales con la excepción de las MSN-PEI, cuyo potencial zeta se mantuvo en 
rangos positivos. La incubación de MSNF con moléculas plasmídicas aumentó la 
densidad de las cargas negativas en la superficie de todos los materiales ensayados, 
presentando las MSN-PEI una inversión de polaridad de su carga neta superficial como 
consecuencia de las cargas negativas aportadas por los ácidos nucleicos adsorbidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 2. Cuantificación del potencial zeta de las MSNF. Los datos mostrados en la tabla representan la 
media de tres determinaciones independientes para cada tipo de nanomaterial. * = Valores obtenidos tras 
la conjugación del plásmido pGL4.13 a la superficie de las MSNF. 
 
 
El intervalo de tamaños de las NPs de sílice utilizadas como agentes de 
transfección de células humanas descrito en bibliografía es bastante amplio, con 
diámetros que se extienden desde los 15-20 nm (Bharali y col., 2005) hasta los 250 nm 
(Radu y col., 2004). De acuerdo a los datos obtenidos mediante MET, el tamaño medio 
de las MSN estudiadas en este trabajo ocupa una posición central dentro de este rango 
de distribución. Además, es necesario un preciso control sobre la agregación de las NPs, 
fuertemente influenciada por la naturaleza del medio acuoso donde se encuentra 
inmerso el material (Díaz y col., 2008).  
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La Tabla 3 muestra los porcentajes de intensidad correspondientes a los radios 
hidrodinámicos de las distintas poblaciones de estructuras nanoparticuladas presentes en 
suspensiones en agua y DMEM-FBS. Se observa que la distribución de tamaños 
depende en gran medida del tipo de funcionalización y del medio de dispersión 
utilizado. Así, todas las MSNF presentaron un cierto grado de aglomeración en agua. Se 
observó que la mayoría de las partículas formaban parte de aglomerados de tamaño 
igual o superior a 300 nm, excepto en el caso de MSN-PEI, donde el 88% del material 
en suspensión mantuvo un tamaño próximo al de las NPs individuales. No obstante, el 
radio hidrodinámico de las MSNF tendió a aumentar cuando se resuspendieron en 
DMEM-FBS. En este medio se observó que las distintas especies de MSNF, a 
excepción de las MSN-NH4+, conformaban aglomerados de gran tamaño. Estos 
aglomerados representan la fracción mayoritaria de las poblaciones de las MSN-PEI, 
MSN-NH2 y MSN-NH2-PDDA (60%, 43% y 57%, respectivamente). Asimismo, se 
observó la existencia de poblaciones de tamaño inferior a 100 nm, que pueden ser 
atribuidas al recubrimiento liberado, debido a la competencia por la carga positiva que 
podrían ejercer proteínas e iones del medio cargados negativamente o, alternativamente, 
a la floculación de componentes del medio de cultivo tras la adición de las MSNF. Para 
comprobar esta hipótesis, se añadieron al medio de cultivo concentraciones equivalentes 
de las moléculas catiónicas utilizadas para funcionalizar las MSN, observándose la 
aparición de agregados de diámetro inferior a 100 nm, similares a los detectados en 
presencia de las MSNF (datos no mostrados).  
Finalmente, se estudió el radio hidrodinámico de los complejos MSNF/ADN 
dispersos en medio DMEM-FBS.  En general, la unión del plásmido a las MSNF dio 
lugar a una disminución de la fracción que presentaba un mayor tamaño de 
aglomerados. Este efecto fue particularmente notable en las suspensiones de los 
complejos MSN-PEI/ADN, especie en la que el tamaño de la fracción mayoritaria de la 
población pasó de 2412 nm (60%) a 229 nm (66%). Este resultado proporciona un valor 
añadido a este tipo de funcionalización, con la que se mantiene la carga positiva de las 
NPs cuando se resuspenden en medio DMEM-FBS y que tras la conjugación de las 
MSN con moléculas de plásmido da lugar a una aglomeración reducida. 
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Tabla 3. Distribución del tamaño de partícula de las MSNF. Los resultados se obtuvieron empleando 
dispersiones de MSNF o complejos MSNF/ADN a 0,5 mg/ml. El porcentaje de cada sub-población en las 
muestras se indica entre paréntesis. Como ejemplo, la distribución del tamaño de partícula en la población 
de MSN-PEI disuelta en H2O muestra una distribución bimodal donde el 87,7% del total de partículas 
presenta un radio hidrodinámico de 164 nm y el 12,3% restante representa una sub-población con un 
radio hidrodinámico de 722 nm. * = Valores obtenidos tras la conjugación del plásmido pGL4.13 a la 
superficie de MSNF. ** = El límite superior del equipo es de 6 µm. 
 
 
1.2 Influencia de la funcionalización superficial de las MSN sobre la eficiencia de 
transfección de células humanas 
Con el objetivo de estudiar la capacidad de las MSN-PEI, MSN-NH2,         
MSN-NH4+ y MSN-NH2-PDDA para transferir genes a células osteoblásticas humanas, 
estos materiales fueron conjugados a plásmidos que codifican diferentes genes testigo 
que se expresan bajo el control de promotores virales, activos constitutivamente. Tras la 
conjugación de las distintas especies de MSNF con cantidades crecientes de plásmido 
pGL4.13, las células se expusieron a los complejos MSN/ADN resultantes durante 24 h. 
Los cultivos se lavaron y las células se cultivaron durante un periodo adicional de 48 h, 
tras el cual se determinaron sus niveles de actividad luciferasa. Solamente se detectó 
actividad enzimática en los extractos proteicos procedentes de cultivos tratados con 
complejos formados por el plásmido pGL4.13 y MSN funcionalizadas con PEI. La 
adsorción de diferentes cantidades de plásmido a una masa de 250 µg de MSN-PEI 
resuspendida en 500 µl de medio acuoso permitió establecer una condición 
experimental óptima de transfección. Los resultados reflejados en la Fig. 8A indican que 
una masa de 2,4 µg del plásmido es la cantidad óptima del biopolímero que tras ser 
conjugada con 250 µg del material MSN-PEI, equivalente a un ratio NP/ADN de 83:1 
(p/p), maximiza la capacidad de transfección de los complejos. Como control se evaluó 
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la eficiencia de transfección obtenida empleando 18 µg de PEI, cantidad presente en la 
superficie de las MSN-PEI utilizadas en los ensayos de transfección y determinada por 
termogravimetría, combinada con las mismas cantidades del plásmido pGL4.13 
adsorbidas a las MSN-PEI. Los resultados mostrados en la Fig. 8A indicaron que era 
necesaria una masa de 5,6 µg de ADN para generar complejos PEI/pGL4.13 capaces de 
inducir niveles de actividad luciferasa similares a los obtenidos con los complejos 
MSN-PEI/pGL4.13 de ratio óptimo.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Influencia de los complejos MSN-PEI/ADN y PEI/ADN sobre la capacidad de transfección y 
viabilidad celular. Las células se trataron (+) o no (-) durante 24 h con 250 µg de MSN-PEI, o 18 µg de 
PEI, conjugados con las cantidades indicadas de pGL4.13, se lavaron con PBS, y se incubaron en 
DMEM-FBS durante 48 h. (A) La capacidad de transfección de MSN-PEI y PEI en células Saos-2 se 
analizó mediante ensayos de actividad luciferasa. Los resultados se expresan como actividad relativa de 
luciferasa por µg de proteína. Cada valor representa la media ± DE de tres experimentos independientes. 
(B) Actividad metabólica. Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de fluorescencia 
determinado en células no tratadas y cultivadas durante 2 días, al cual se le asignó un valor arbitrario de 
100. Cada valor representa la media ± DE de tres experimentos independientes. #p < 0,05 respecto a 
células no tratadas. 
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Los niveles de actividad enzimática obtenidos tras la incubación de las células 
con MSN-PEI/pGL4.13 y PEI/pGL4.13 son relativamente bajos, probablemente a 
consecuencia del descenso significativo de la viabilidad celular tras el tratamiento con 
los complejos portadores de PEI, lo que sugiere la existencia en los cultivos de un bajo 
porcentaje de células transfectadas cuya capacidad para expresar la proteína transgénica 
no está comprometida (Fig. 8B). 
La eficiencia de transfección de las MSN-PEI en células humanas se calculó 
determinando el porcentaje de células Saos-2 que expresan la proteína fluorescente 
EGFP tras su incubación con los complejos MSN-PEI/pEGFP-C1 a un ratio NP/ADN 
83:1 (p/p) (Fig. 9A). Los resultados indicaron que un 4% de células expresan la proteína 
EGFP, eficiencia similar a la detectada cuando se emplearon los complejos  
PEI/pEGFP-C1 en relación PEI/ADN 36:1 (p/p) (Fig. 9B).  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Eficiencia de transfección de MSN-PEI y PEI. (A) Imágenes representativas de cultivos 
tratados durante 24 h con 250 µg de MSN-PEI conjugados a 2,4 µg del plásmido pEGFP-C1 (imagen 
superior) o con 18 µg de PEI conjugado a 5,6 µg del plásmido pEGFP-C1 (imagen inferior). Las células 
se lavaron con PBS y se incubaron durante 2 días en DMEM-FBS. (B) Eficiencia de transfección de 
MSN-PEI y PEI conjugados a plásmido en las mismas condiciones que en (A), indicada como porcentaje 
de células que expresan la proteína EGFP. Cada valor representa la media ± DE de tres experimentos 
independientes.  
 
La internalización de los complejos NPs/ADN al interior celular es requisito 
imprescindible para una eficiente transferencia del material genético. Con el objetivo de 
analizar la vinculación de este fenómeno a la capacidad de transfección de los 
materiales funcionalizados, exploramos la internalización de los complejos MSNF/ADN 
en células Saos-2. En primer lugar, las diferentes MSNF se conjugaron con el plásmido 
Label IT® CyTM3, marcado con el fluoróforo Cy3, y los complejos resultantes se 
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visualizaron directamente por MCLB. Como se muestra en la Fig. 10, los conjugados 
derivados de las MSN-PEI proporcionaron la mejor dispersión de las moléculas 
plasmídicas, mientras que con el resto de materiales, MSN-NH4+, MSN-NH2 y      
MSN-NH2-PDDA, se detectó una mayor aglomeración de las moléculas de ácido 
nucleico. Es importante señalar que los datos obtenidos mediante PCS y MCLB 
proporcionan información diferente y a la vez complementaria sobre el tamaño de los 
aglomerados de los complejos MSNF/ADN. Mientras que la técnica PCS mostró los 
radios hidrodinámicos de las dispersiones, el análisis mediante MCLB permite 
identificar el estado de aglomeración de los complejos que presentan el plásmido 
acoplado a su superficie. 
 
 
 
 
 
Figura 10. Adsorción de plásmido a la superficie de las MSNF. Se mezclaron suspensiones conteniendo 
250 µg de MSNF con 1,1 µg del plásmido Label IT® CyTM3 y 1,3 µg del pBluescript. Los conjugados se 
visualizaron directamente por MCLB. Las proyecciones máximas muestran el plásmido Label IT® CyTM3 
(verde). 
 
A continuación, las células Saos-2 se trataron con los distintos complejos 
MSNF/Label IT®CyTM3 y se observó el plásmido fluorescente internalizado por las 
células mediante MCLB. Únicamente se detectó señal procedente del plásmido        
Label IT®CyTM3 tras el tratamiento con los complejos MSN-PEI/ADN. No pudo 
detectarse la señal cuando los complejos se prepararon usando las MSN-NH2,        
MSN-NH4+, y MSN-NH2-PDDA, posiblemente debido a la formación de aglomerados 
de MSN/ADN de gran tamaño que no pueden ser internalizados y son eliminados de los 
cultivos durante los procesos de lavado de las muestras (Fig. 11). 
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Figura 11. Detección de moléculas de plásmido en células tratadas con los complejos MSNF/ADN. Las 
células Saos-2 se incubaron durante 24 h en presencia de 250 µg de las diferentes MSNF conjugadas a 1,1 
µg del plásmido Label IT® CyTM3 y 1,3 µg del pBluescript, se lavaron con PBS y se incubaron durante 2 
días con DMEM-FBS. Las proyecciones máximas muestran el plásmido Label IT® CyTM3 (verde) y 
tinción de actina (rojo).  
 
El análisis tridimensional de las imágenes, mediante el seccionamiento óptico a 
lo largo de los ejes xyz, confirmó la localización intracelular del plásmido               
Label IT® CyTM3 previamente conjugado a las partículas MSN-PEI (Fig. 12A). La   
Fig. 12B muestra la localización nuclear de la señal fluorescente procedente del 
plásmido transferido por estas NPs. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Internalización celular de moléculas de plásmido Label IT® CyTM3 adsorbidas a la superficie 
de las MSN-PEI. Las células Saos-2 se incubaron durante 24 h en presencia de 250 µg de MSN-PEI 
conjugadas a 1,1 µg del plásmido Label IT® CyTM3 y 1,3 µg del pBluescript, se lavaron con PBS y se 
incubaron durante 2 días con DMEM-FBS. (A) El seccionamiento óptico de células a lo largo del eje x-z 
(panel inferior) e y-z (panel derecho) muestra la actina (rojo) y moléculas de plásmido fluorescente 
internalizadas (verde). (B) La proyección máxima muestra núcleos teñidos con DAPI (azul) en los que se 
localiza el plásmido fluorescente. Se muestra una reconstrucción tridimensional realizada mediante 
seccionamiento óptico a lo largo del eje x-z (panel inferior) e y-z (panel derecho) de la imagen, ampliada 
1,5x.  
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2. OPTIMIZACIÓN DE LA CAPACIDAD DE TRANSFECCIÓN DE GNPs 
MEDIANTE FUNCIONALIZACIÓN SUPERFICIAL. INFLUENCIA DEL 
TAMAÑO DE PARTÍCULA 
  En base a los resultados obtenidos en el apartado anterior con el material MSN, a 
continuación nos propusimos estudiar la influencia de la funcionalización con PEI de 
GNPs, con el fin de explorar su eficacia como vectores no virales en células 
osteoblásticas humanas. Se estudió en detalle la influencia del tamaño de partícula, que 
repercute acusadamente en la capacidad de internalización del material y por tanto, en la 
eficiencia de transfección de GNPs (Khlebtsov y Dykman, 2011; Chithrani, 2010). Para 
ello, se emplearon GNPs funcionalizadas con PEI cuyos diámetros estaban 
comprendidos entre 10 y 100 nm aproximadamente. 
2.1 Caracterización de las GNPs 
Las GNPs de diámetro inferior a 10 nm (GNPs < 10 nm) fueron preparadas por 
el grupo NFP-INA, utilizando citrato que actuaba como reductor y estabilizador de la 
síntesis. El material mostró una distribución del tamaño de partícula en torno a los 9 nm 
de diámetro (Fig. 13A). Tras la funcionalización de las GNPs < 10 nm con PEI    
(GNPs-PEI < 10 nm) en una reacción en la que el polímero se utilizó como agente 
reductor y estabilizador, la distribución del tamaño de partícula se centró alrededor de 
los 6 nm de diámetro (Fig. 13A). Por otra parte, la conjugación de PEI a las GNPs 
comerciales, con diámetro medio de 70 nm, no alteró de manera significativa la 
distribución del tamaño de la población de las GNPs funcionalizadas (Fig. 13B), que se 
denominaron GNPs-PEI < 100 nm. La cantidad de PEI presente en la superficie de las 
GNPs-PEI < 10 y < 100 nm fue de 14 ± 2% y 5,5 ± 7% (p/p), respectivamente, 
determinado mediante análisis termogravimétrico. 
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Figura 13. Distribución del tamaño de partícula de las GNPs. El panel izquierdo muestra la morfología 
de GNPs < 10 y < 100 nm (A) y GNPs-PEI < 10 y < 100 nm (B) junto con una representación 
esquemática del material. El panel derecho muestra la distribución del tamaño de partícula de 
suspensiones de GNPs y GNPs-PEI en agua. 
 
Como se ha mencionado anteriormente, el tamaño y la carga superficial de las 
NPs inorgánicas son los principales factores que determinan su eficiencia como vectores 
de transferencia génica. La Tabla 4 muestra los valores de potencial zeta de 0,5 mg de 
GNPs-PEI resuspendidas en diferentes medios: agua, FS a pH = 7,4 DMEM-FBS, así 
como los valores de las GNPs-PEI conjugadas a 12 µg de plásmido pGL4.13 y disueltas 
en DMEM-FBS. La disminución del potencial zeta de ambos tipos de GNPs-PEI 
después de la adsorción del plásmido indicó la unión electrostática del biopolímero a la 
superficie de las NPs. Para confirmar que las inversiones de carga se deben a la 
adsorción del ADN y no a la unión inespecífica de proteínas presentes en el medio 
DMEM-FBS al material, se determinó el potencial zeta de los complejos NPs/ADN en 
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agua. Los valores obtenidos, -14 mV para las GNPs-PEI < 100 nm y -13 mV para las 
GNPs-PEI < 10 nm, confirmaron que la inversión de carga era inducida 
mayoritariamente por la adsorción de ADN plasmídico a las GNPs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 4. Cuantificación del potencial zeta de las GNPs-PEI. Los datos mostrados en la tabla representan 
la media de tres determinaciones independientes para cada GNPs-PEI. * = Valores obtenidos tras la 
conjugación de plásmido pGL4.13 a la superficie de las GNPs-PEI. 
 
 
La distribución del tamaño de partícula de dispersiones de las GNPs-PEI en 
DMEM-FBS, adsorbidas o no al plásmido pGL4.13, se muestra en la Fig. 14. En ambos 
casos, se detectó que los materiales presentaban en DMEM-FBS un diámetro medio de 
partícula mayor que en agua, lo que informó de un cierto grado de aglomeración de las 
nanoestructuras. El tamaño medio de las GNPs-PEI < 10 nm aumentó después de la 
formación de los complejos NPs/ADN, mostrando una distribución del tamaño de 
partícula en torno a 20 nm de diámetro (Fig. 14A). Por el contrario, la distribución del 
tamaño de partícula de las GNPs-PEI < 100 nm permaneció sin cambios tras la 
incubación con el plásmido (Fig. 14B). A diferencia de las MSN, las GNPs mostraron 
un grado de aglomeración mucho menor en DMEM-FBS, probablemente debido a la 
ausencia de grupos hidroxilo superficiales que podrían dar lugar a la asociación con 
otras moléculas mediante la formación de puentes de hidrógeno. 
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Figura 14. Distribución del tamaño de partícula de las GNPs-PEI antes y después de la adsorción de 
moléculas plasmídicas. Distribución del tamaño de partícula de dispersiones conteniendo 0,5 mg de 
GNPs-PEI < 10 (A) y < 100 nm (B) en 1 ml de DMEM-FBS, antes (-) y después (+) de la adsorción de 12 
µg del plásmido pGL4.13. 
 
La cantidad de ácidos nucleicos conjugados a cada tipo de GNPs-PEI se calculó 
determinando el ADN presente en los sobrenadantes tras la adsorción de 12 µg de ADN 
a 0,5 mg de NPs. Bajo idénticas condiciones experimentales, las GNPs-PEI < 10 nm 
adsorbieron la práctica totalidad del plásmido, mientras que las GNPs-PEI < 100 nm 
sólo fueron capaces de cargar el 45% de moléculas. 
2.2 Influencia de la funcionalización superficial y el tamaño de las GNPs sobre la 
eficiencia de transfección de células humanas 
La influencia de la funcionalización de las GNPs con PEI y posterior 
conjugación a moléculas plasmídicas sobre la biocompatibilidad del compuesto se 
evaluó tras la exposición de cultivos de células Saos-2 a las nanoestructuras y posterior 
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incubación con el reactivo alamarBlue. El tratamiento con las GNPs de tamaños < 10 o 
< 100 nm no tuvo efectos significativos en la actividad metabólica de las células a las 
dosis de partículas ensayadas, corroborando la excelente biocompatibilidad de los 
nanomateriales basados en oro (Fig. 15, panel superior). Por otra parte, se observó que 
el tratamiento con las GNPs-PEI < 100 nm tampoco repercutía de manera significativa 
en la viabilidad celular. Sin embargo, la incubación con las GNPs-PEI < 10 nm 
disminuyó drásticamente el número de células viables (Fig. 15, panel inferior).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 15. Influencia de las GNPs y GNPs-PEI sobre la viabilidad celular. Las células Saos-2 se trataron 
o no (-) durante 1-3 días con las dosis indicadas de las GNPs (panel superior) o GNPs-PEI (panel 
inferior). Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de fluorescencia determinado en 
cultivos no tratados después de 1 día de cultivo, al cual se le asigna un valor arbitrario de 100. Cada valor 
representa la media ± DE de tres experimentos independientes. #p < 0,05 respecto a células no tratadas. 
 
La adsorción de moléculas de plásmido a la superficie de las GNPs-PEI < 10 nm 
redujo notablemente su citotoxicidad, independientemente del ratio NPs/ADN (p/p) 
ensayado, mientras que la buena biocompatibilidad de las GNPs-PEI < 100 nm no se 
vio afectada (Fig. 16). Todos los agentes de transfección disponibles comercialmente 
generan en mayor o menor medida cierto grado de citotoxicidad. Se compararon los 
niveles de actividad metabólica de células Saos-2 incubadas con los complejos     
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GNPs-PEI/ADN con los de células transfectadas con el reactivo 
LipofectAMINATM/Plus, empleado rutinariamente en nuestro laboratorio para 
transfectar este tipo celular. Los resultados indicaron que el perfil de toxicidad de los 
complejos GNPs-PEI < 10 nm era similar  al mostrado por los conjugados generados a 
partir del reactivo comercial (Fig. 16). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Influencia de los complejos GNPs-PEI/ADN sobre la viabilidad celular. Células tratadas o no 
(-) durante 1 día con complejos que contienen 0,5 mg de GNPs-PEI conjugados a las cantidades indicadas 
del plásmido pGL4.13, o tratadas con 0,5 µl de LipofectAMINATM/Plus conjugados a 245 ng del mismo 
plásmido (+). Se indica la relación GNPs-PEI/ADN (p/p) correspondiente. Los resultados obtenidos se 
expresan como porcentaje de fluorescencia determinado en células no tratadas después de 1 día de 
cultivo, al cual se le asigna un valor arbitrario de 100. Cada valor representa la media ± DE de tres 
experimentos independientes. #p < 0,05 respecto a células tratadas con los complejos                       
GNPs-PEI < 100 nm/ADN, en todas las condiciones experimentales ensayadas. 
 
 Tras la conjugación de las GNPs-PEI de tamaño < 10 y < 100 nm al plásmido 
testigo pGL4.13, las células se expusieron a los complejos NPs/ADN resultantes 
durante 24 h. Los cultivos se lavaron y las células se cultivaron durante un periodo 
adicional de 48 h, tras el cual se determinaron sus niveles de actividad luciferasa. Como 
se muestra en la Fig. 17, la actividad enzimática se detectó en células incubadas con los 
complejos GNPs-PEI < 10 nm/pGL4.13 pero no en células incubadas con los complejos 
derivados de las GNPs-PEI < 100 nm. Con el fin de optimizar la eficiencia de 
transfección obtenida empleando las GNPs-PEI < 10 nm, se prepararon complejos 
utilizando cantidades de NPs comprendidas entre 0,5 y 2 mg y una cantidad fija del 
plásmido pGL4.13 de 12 µg (Fig. 17A). La actividad luciferasa fue similar en todas las 
condiciones ensayadas. A continuación, se adsorbieron diferentes cantidades del 
plásmido pGL4.13 a 0,5 mg de GNPs-PEI < 10 nm, lo que permitió detectar que la 
relación NPs/ADN 42:1 (p/p) inducía la mayor actividad enzimática en células 
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transfectadas (Fig.17B), estableciéndose estas condiciones para la realización de los 
posteriores ensayos de transfección. Por el contrario, las GNPs < 10 y < 100 nm sin 
recubrimiento de PEI a las que se adsorbió el plásmido pGL4.13 como se describe más 
arriba, no indujeron actividad luciferasa en cultivos de células Saos-2 (datos no 
mostrados). La interpretación conjunta de estos resultados indica que el acoplamiento 
del polímero catiónico PEI a las especies de GNPs ensayadas es un requerimiento 
imprescindible para mediar la condensación de moléculas de plásmido sobre la 
superficie de las partículas de forma que los conjugados resultantes puedan actuar como 
agentes de transfección eficientes.  
 
 
 
 
 
 
Figura 17. Transfección mediada por los complejos GNPs-PEI/ADN. (A-C) La capacidad de 
transfección de las GNPs-PEI < 10 y < 100 nm en células Saos-2 se analizó mediante ensayos de 
actividad luciferasa. (A) Se conjugaron 12 µg del plásmido pGL4.13 a las cantidades indicadas de las 
GNPs-PEI. Las células se trataron o no (-) con los complejos GNPs-PEI/ADN durante 24 h, se lavaron 
con PBS, se les añadió DMEM-FBS fresco y se incubaron durante 48 h (B) Cantidades crecientes del 
plásmido, comprendidas entre 4 y 14 µg, se conjugaron con 0,5 mg de GNPs-PEI. Las células se trataron 
como en (A). La relación  GNPs-PEI/ADN  (p/p) correspondiente está indicada. (C) Células tratadas con 
complejos que contienen 0,5 mg de GNPs-PEI < 10 nm conjugados a 12 µg del plásmido durante 1-3 
días. Como control, 0,5 µl del reactivo comercial LipofectAMINATM/Plus se conjugaron con 245 ng de 
plásmido pGL4.13. Los resultados se expresan como actividad relativa de luciferasa por µg de proteína. 
Cada valor representa la media ± DE de tres experimentos independientes. 
 
  Finalmente, analizamos la influencia del tiempo de incubación con los 
complejos NPs/ADN en el proceso de transfección. Se comprobó que la actividad de la 
proteína luciferasa en células transfectadas con los complejos GNPs-PEI < 10 nm 
aumentaba progresivamente con el tiempo de incubación (Fig. 17C). Después de tres 
días de exposición a los complejos GNPs/ADN, los niveles de actividad luciferasa 
fueron cinco veces superiores a los detectados tras un día de incubación, situándose 
dentro del mismo rango que el generado por el reactivo LipofectAMINATM/Plus      
(Fig. 17 C). 
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 Con el objetivo de confirmar la idoneidad de las condiciones de transfección con 
las GNPs-PEI < 10 nm, las NPs se conjugaron con el plásmido pDsRed-Monómero-F 
Hyg que codifica una proteína de fusión fluorescente DsRed-Monómero que se localiza 
en la cara interna de la membrana plasmática. Las imágenes obtenidas mediante MCLB 
en células Saos-2 expuestas durante 3 días a los complejos GNPs-PEI < 10 nm/pDsRed-
Monómero-F Hyg revelaron la consecución de una transfección eficiente, como indicó 
la expresión de la proteína fluorescente localizada en la membrana de las células 
transfectadas, que no mostró discontinuidades en su estructura. Además, la buena 
organización del citoesqueleto de actina confirmó la ausencia de toxicidad celular     
(Fig. 18A). Estos ensayos permitieron comparar la eficiencia de transfección de las       
GNPs-PEI < 10 nm y del reactivo LipofectAMINATM/Plus, calculada como el 
porcentaje de células que expresan la proteína fluorescente. La eficiencia de 
transfección obtenida con las GNPs-PEI < 10 nm fue del 15%, muy similar a la del 
reactivo comercial, que alcanzó valores próximos al 20% (Fig. 18B).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 18. Eficiencia de transfección de las GNPs-PEI < 10 nm y el reactivo LipofectAMINATM/Plus.  
Se conjugaron 12 µg del plásmido pDsRed-Monómero-F Hyg a 0,5 mg de GNPs-PEI < 10 nm y se 
incubaron con células Saos-2 durante 3 días. Como control, 0,5 µl del reactivo comercial 
LipofectAMINATM/Plus se conjugaron a 245 ng del plásmido pDsRed-Monómero-F Hyg. (A) La 
proyección máxima muestra expresión de pDsRed-Monómero (rojo) y actina (verde). (B) Eficiencia de 
transfección de GNPs-PEI < 10 nm y del reactivo de transfección comercial LipofectAMINATM/Plus, 
indicada como porcentaje de células que expresan la proteína DsRed-Monómero. Cada valor representa la 
media ± DE de tres experimentos independientes. 
 
  La conjugación de las GNPs-PEI al plásmido Label IT® CyTM3 permitió 
determinar la capacidad de los materiales para transportar material genético exógeno al 
núcleo celular. La señal de moléculas de plásmido, marcado fluorescentemente con 
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Cy3, se detectó mediante MCLB. Al contrario que lo observado con las                 
GNPs-PEI < 100 nm, las GNPs-PEI < 10 nm fueron capaces de transportar el plásmido 
Label IT® CyTM3 al interior del núcleo de células Saos-2. Las moléculas del plásmido 
pudieron ser detectadas en este orgánulo 2 h después de la adición de los complejos 
GNPs-PEI/ADN < 10 nm, siendo la señal fluorescente detectable tres días después del 
tratamiento de las células con los complejos (Fig. 19).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Localización nuclear del plásmido Label IT® CyTM3 transferido por las GNPs-PEI < 10 y      
< 100 nm. Las células Saos-2 se incubaron durante 2 y 72 h en presencia de complejos que contienen 0,5 
mg de GNPs-PEI conjugados a 5,3 µg del plásmido Label IT® CyTM3 y 6,7 µg del pBluescript. Las 
proyecciones máximas muestran la localización del plásmido marcado con Cy3 (verde) en núcleos de 
células Saos-2 teñidos con DAPI (azul). Las cajas muestran una reconstrucción tridimensional realizada 
mediante el seccionamiento óptico a lo largo del eje x-z (panel inferior) e y-z (panel derecho) de la 
imagen, ampliada 1,5x. 
 
  En resumen, los resultados expuestos demuestran que la funcionalización 
superficial de las GNPs con PEI es fundamental para permitir la adsorción de una 
cantidad adecuada de moléculas plasmídicas y su internalización en las células 
estudiadas. Mientras que las GNPs-PEI < 100 nm no son capaces de transportar el 
material genético al núcleo celular, las GNPs-PEI < 10 nm actúan eficazmente como 
agentes de transfección. Así pues, el tamaño de estos materiales es un factor 
determinante para que actúen como vectores de transferencia génica.  
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2.3 Estudio de los mecanismos de internalización de las GNPs funcionalizadas en 
células humanas 
 Las diferencias detectadas en la capacidad de transfección que exhiben las    
GNPs-PEI en función de tu tamaño nos hicieron explorar la posible existencia de 
mecanismos de internalización diferentes, que determinen su eficacia como vectores de 
transferencia génica. Para ello se analizó la internalización de las GNPs-PEI < 10 y       
< 100 nm conjugadas a diferentes plásmidos mediante técnicas de microscopía como 
MET y MCLB. El análisis de la localización de los complejos GNPs-PEI/pBluescript 
tras 72 h de incubación con las células, realizado mediante MET, se muestra en la      
Fig. 20.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Imágenes obtenidas mediante MET de células Saos-2 tratadas con los complejos             
GNPs-PEI/pBluescript. Las células se incubaron durante 72 h con complejos que contienen 0,5 mg de 
GNPs-PEI < 10 (a-c) o < 100 nm (d-f) conjugados a 12 µg de plásmido pBluescript. Imágenes ampliadas: 
(a) 8000x, (b) 50000x, (c) 150000x, (d) 2500x, (e) 15000x y (f) 6000x. (c y f) Detalles de GNPs-PEI < 10 
y < 100 nm localizadas en lisosomas y vesículas endocíticas, respectivamente. 
 
  En las imágenes obtenidas a menor aumento se observa que, independientemente 
del tamaño de partícula, las dos especies de GNPs-PEI se detectan en el citoplasma pero 
no en el interior del núcleo celular. Sin embargo, en función de su tamaño se observaron 
diferencias en la localización subcelular. Las imágenes tomadas a gran aumento 
permitieron localizar las GNPs-PEI < 10 nm en el interior de lisosomas, que se 
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caracterizan por una alta densidad electrónica. Sin embargo, las GNPs-PEI < 100 nm se 
localizaron en el interior de vesículas intracelulares, probablemente endocíticas, donde 
aparecían formando grandes aglomerados. Una vez comprobado que ambos tipos de 
GNPs-PEI eran capaces de acceder al citoplasma celular a través de su inclusión en 
diferentes orgánulos, se llevó a cabo un estudio de internalización y tráfico intracelular 
del ADN adsorbido a la superficie de los materiales. Para ello en primer lugar se 
estableció la línea celular clonal Saos-2-pAcGFP1-Endo. Estas células expresan de 
forma estable la proteína de fusión fluorescente RhoB-GTPasa/AcGFP1, que se localiza 
en la superficie de vesículas de la vía endocítica y permiten monitorizar visualmente la 
progresión de eventos que discurren por esta vía. Una vez establecida la línea celular 
Saos-2-pAcGFP1-Endo, caracterizamos mediante MCLB la señal de fluorescencia 
derivada de la expresión estable de la proteína de fusión RhoB-GTPasa/AcGFP1. Se 
comprobó que la señal emitida se detectaba en pequeñas estructuras vesiculares 
distribuidas por todo el citoplasma (Fig. 21A). Con el fin de monitorizar rutas de 
endocitosis mediadas por clatrina o caveolina y asociadas a los endosomas marcados 
fluorescentemente, las células se incubaron con transferrina y toxina colérica, 
respectivamente, acopladas al fluorocromo AlexaFluor 594. Los resultados indicaron 
que la señal de los endosomas en las células Saos-2-pAcGFP1-Endo era específica y 
colocalizaba con la señal de la transferrina y de la toxina colérica (Fig. 21B), por lo que 
informa tanto de vesículas recubiertas de clatrina como de caveosomas. Finalmente se 
comparó la actividad metabólica de las células Saos-2-pAcGFP1-Endo con la de células 
parentales. Los resultados indicaron que no existe diferencia significativa entre la 
cinética proliferativa de la línea celular Saos-2-pAcGFP1-Endo y la población parental, 
descartando un posible desequilibrio en el comportamiento en cultivo de las células 
modificadas genéticamente (Fig. 21C). 
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Figura 21. Caracterización de la línea celular Saos-2-pAcGFP1-Endo. (A) Representación esquemática 
del gen de la proteína de fusión fluorescente AcGFP1-RhoB. Las proyecciones máximas muestran: (a) 
tinción de actina (azul), (b) expresión de RhoB-GTPasa/AcGFP1 (verde), (c) superposición y (d) 
reconstrucción tridimensional realizada mediante seccionamiento óptico a lo largo del eje x-z (panel 
inferior) e y-z (panel derecho) de imágenes ampliadas 1,5x. (B) Células Saos-2-pAcGFP1-Endo 
incubadas en presencia de 10 µg/ml de toxina colérica-AlexaFluor 594 (a-c) o 50 µg/ml de      
transferrina-AlexaFluor 594 (d-f) durante 1 h. Las proyecciones máximas muestran: (a y d) expresión de             
RhoB-GTPasa/AcGFP1 (verde), (b y e) tinción de actina (azul) y transferrina o toxina colérica (rojo) y   
(c y f) superposición. Las cajas muestran los pixeles de colocalización en amarillo, ampliados 2x. (C) 
Actividad metabólica de células Saos-2-pAcGFP1-Endo y Saos-2 cultivadas durante 1-4 días. Los 
resultados obtenidos se expresan como porcentaje de la fluorescencia determinada en células             
Saos-2-pAcGFP1-Endo y Saos-2 después de 1 día de cultivo, a los cuales se asignó un valor arbitrario de 
100. Cada valor representa la media ± DE de tres experimentos independientes con resultados similares. 
 
  Las células Saos-2-pAcGFP1-Endo se trataron con los complejos               
GNPs-PEI/Label IT® CyTM3 durante 1, 2 o 72 h, analizándose mediante MCLB la señal 
de colocalización del plásmido marcado con el fluorocromo Cy3 y los endosomas  
(Figs. 22 y 23). Se detectó colocalización tras 1 h de incubación con los complejos         
GNPs-PEI < 10 nm/Label IT® CyTM3 (Fig. 22), mientras que a partir de las 2 h la señal 
del fluorocromo Cy3 desapareció de los endosomas, indicando que el ADN se ha 
liberado de estos orgánulos. 
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Figura 22. Localización endosomal del plásmido Label IT® CyTM3 conjugado a las GNPs-PEI < 10 nm. 
Las células Saos-2-pAcGFP-1-Endo se incubaron durante 1, 2 y 72 h en presencia de complejos que 
contienen 0,5 mg de GNPs-PEI conjugados a 5,3 µg del plásmido Label IT® CyTM3 y 6,7 µg del 
pBluescript. Las proyecciones máximas muestran: (a, c y e) expresión de RhoB-GTPasa/AcGFP1 (verde) 
y tinción de actina (azul); (b, d y f) expresión de RhoB-GTPasa/AcGFP1 (verde) y plásmido              
Label IT® CyTM3 (rojo). Las cajas muestran los pixeles de colocalización en amarillo, ampliados 2x (b). 
 
  Por el contrario, la señal del plásmido conjugado a las GNPs-PEI < 100 nm 
colocalizó con la señal de los endosomas desde la primera hora de incubación y su 
presencia en estos orgánulos siguió siendo detectable 3 días después (Fig. 23, b, e, h). El 
tamaño de los complejos generados con las GNPs-PEI < 100 nm permitió detectar las 
partículas mediante reflexión, observándose su colocalización con endosomas marcados 
(Fig. 23, c, f, i), lo que concuerda con los datos obtenidos mediante MET. Tomados en 
conjunto, los resultados indican que los complejos GNPs-PEI < 100 nm/ADN quedan 
secuestrados en el interior de vesículas endocíticas lo que imposibilita el transporte y 
entrega del plásmido al núcleo celular. 
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Figura 23. Localización endosomal del plásmido Label IT® CyTM3 conjugado a las GNPs-PEI < 100 nm. 
Las células Saos-2-pAcGFP-1-Endo se incubaron durante 1, 2 y 72 h en presencia de complejos que 
contienen 0,5 mg de GNPs-PEI conjugados a 5,3 µg del plásmido Label IT® CyTM3 y 6,7 µg del 
pBluescript. Las proyecciones máximas muestran: (a, d y g) expresión de RhoB-GTPasa/AcGFP1 (verde) 
y tinción de actina (azul); (b, e y h) expresión de RhoB-GTPasa/AcGFP1 (verde) y plásmido Label IT® 
CyTM3 (rojo) o (c, f e i) GNPs-PEI < 100 nm detectadas por reflexión (azul). Las cajas muestran los 
pixeles de colocalización (b, e y h) en amarillo y (c, f y i) en cian, ampliados 2x. 
 
El esquema de la Fig. 24 ilustra el comportamiento de las GNPs-PEI estudiadas 
con respecto al tráfico celular y su capacidad de entrega al núcleo del material genético.  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 24. Representación esquemática de la estructura de los complejos GNPs-PEI/ADN y su 
comportamiento con respecto al tráfico intracelular. 
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2.4 Inducción de la expresión del gen terapéutico HSV1tk mediante transfección 
con las GNPs funcionalizadas 
  Una vez demostrado que las GNPs-PEI < 10 nm transfectan genes testigo, se 
consideró de interés explorar su capacidad para transfectar genes con actividad 
terapéutica, como el gen suicida HSV1tk que codifica la proteína quinasa del virus 
herpes simple tipo 1 (HSV1tk). Enzimas como HSV1tk, que no se expresan en 
mamíferos, son capaces de convertir moléculas no tóxicas, como el análogo de 
nucleósido GCV, en agentes con actividad quimioterapéutica (Fillat y col., 2003). La 
fosforilación de GCV por HSV1tk convierte a la prodroga en un agente citotóxico 
activo en las células tratadas que expresan la proteína. Tras su fosforilación, el GCV se 
incorpora a las hebras de ADN durante la replicación, actuando como inhibidor de la 
síntesis de ADN, lo que conduce finalmente a la muerte celular por apoptosis (Robe y 
col., 2000; Craperi y col., 1999). Esta citotoxicidad es extensible a células vecinas que 
no han recibido el vector que alberga el gen HSV1tk pero internalizan el GCV 
fosforilado, fenómeno denominado “efecto de proximidad” (del inglés, bystander 
effect). Este es uno de los mecanismos de potenciación del efecto citotóxico más 
explotados en terapia génica antitumoral experimental (Langford y col., 2009; van 
Putten y col., 2010).  
 La expresión de la proteína HSV1tk en células incubadas con los complejos 
GNPs-PEI < 10 nm/pORF-HSV1tk, fue capaz de catalizar la conversión de GCV en su 
derivado citotóxico, lo que tras 7 días de incubación con la prodroga provocó la 
reducción de la viabilidad celular en un 50% en comparación con cultivos expuestos a 
los complejos pero no a GCV (Fig. 25).   
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Figura 25. Citotoxicidad inducida por los complejos GNPs-PEI < 10 nm/pORF-HSV1tk tras tratamiento 
con GCV. Izquierda: Actividad metabólica de células Saos-2 tratadas durante 48 h con complejos que 
contienen 0,5 mg de GNPs-PEI < 10 nm conjugados a 12 µg del plásmido pORF-HSV1tk, y 
posteriormente incubadas en presencia (+) o no (-) de 10 µg/ml de GCV durante 4-7 días. Los resultados 
obtenidos se expresan como el porcentaje de fluorescencia determinado en células no tratadas después de 
4 días de cultivo, al cual se asignó un valor arbitrario de 100. Cada valor representa la media ± DE de tres 
experimentos independientes. #p < 0,05 respecto a células tratadas con los complejos                       
GNPs-PEI < 10 nm/pORF-HSV1tk en ausencia de GCV. Derecha: microfotografías ópticas de células 
Saos-2 tratadas con los complejos GNPs-PEI < 10 nm/pORF-HSV1tk y cultivadas durante 7 días en 
presencia (+) o ausencia (-) de 10 µg/ml de GCV.  
 
  En resumen, estos resultados indican que las GNPs-PEI < 10 nm son capaces de 
actuar como vectores de transfección eficientes y sugieren que podrían ser empleadas en 
terapias génicas antitumorales experimentales. 
 
3. CAPACIDAD DE NIR-NPs BASADAS EN ORO PARA GENERAR 
HIPERTERMIA ÓPTICA EN CÉLULAS HUMANAS 
  En este apartado se evaluó la capacidad de tres tipos de NIR-NPs basadas en 
oro: NS, HGNPs y NRs-mPEG, para incrementar la temperatura de cultivos celulares a 
través de la generación de hipertermia óptica subletal y regular la expresión de genes 
controlados por el promotor del gen humano termosensible HSP70B. Asimismo se 
estudió la capacidad de estos materiales para desencadenar mecanismos de muerte 
celular tras la generación de hipertermia óptica letal. 
3.1 Caracterización de las NIR-NPs 
  La caracterización morfológica de las NS, HGNPs y los NRs-mPEG se realizó 
mediante MET (Fig. 26, paneles superiores). Las NS presentaron un núcleo de sílice 
densa, de baja densidad electrónica, recubierto con una carcasa de oro caracterizada por 
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una alta densidad electrónica. Las NS poseen un diámetro medio de 180 nm con 
carcasas de oro de aproximadamente 15 nm de espesor, mientras que las HGNPs 
presentan un diámetro promedio de 36 nm y un espesor de la cubierta de oro de unos    
8 nm que da paso a un interior completamente hueco. Los NRs-mPEG, macizos, 
presentan una longitud en torno a los 50 nm y una anchura de 12 nm. A la vista de las 
imágenes, cabe destacar la elevada homogeneidad de la distribución del tamaño de 
partícula de las NIR-NPs. Por otro lado se confirmó que las NIR-NPs eran capaces de 
absorber luz en la región NIR. Los espectros de absorción UV-VIS-NIR de las NS 
dispersas en agua mostraron valores máximos en una amplia banda extendida en el 
rango de 600 a 900 nm, mientras que las HGNPs presentaron un pico de absorción más 
estrecho, situado en torno a los 780 nm. A diferencia de las NS y HGNPs, los          
NRs-mPEG mostraron 2 bandas de absorción, la característica banda transversal de 
plasmón localizada en la región visible en torno a los 520 nm y la banda longitudinal de 
plasmón centrada en la región NIR, aproximadamente a 800 nm (Fig. 26,  paneles 
inferiores). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Caracterización de las NIR-NPs. Panel superior: morfología de NS, HGNPs y NRs-mPEG 
observada mediante MET. Panel inferior: espectro de absorción UV-VIS-NIR de las NIR-NPs. 
 
  A continuación se comparó la eficiencia fototérmica de las tres especies de 
materiales. Para ello se registraron los perfiles de incremento de temperatura 
provocados por las NS, HGNPs o los NRs-mPEG dispersos en DMEM-FBS tras su 
exposición a radiación NIR durante 10 min. Se observó que el calor disipado por las 
NIR-NPs aumentaba la temperatura del medio de cultivo de manera dosis-dependiente 
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(Fig. 27). Tras la irradiación de las dispersiones de NS, HGNPs o NRs-mPEG a una 
concentración de 0,1 mg/ml se registraron valores máximos de temperatura de           
44,5 ± 0,7ºC, 61,7 ± 1,5ºC y 41,5 ± 0,7ºC, respectivamente. En principio, estos 
resultados sugieren que las HGNPs son más eficaces que las NS y los NRs-mPEG en la 
conversión de la energía de la luz NIR absorbida en calor. Este efecto se podría atribuir 
a la geometría de las HGNPs (Kessentini y col., 2012), ya que la masa de oro de estas 
partículas es menor que la de las NS y los NRs-mPEG (datos no mostrados). La 
exposición de DMEM-FBS al láser NIR mantuvo los niveles de temperatura 
aproximadamente a 37ºC.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 27. Comportamiento fototérmico de las NIR-NPs. Las gráficas muestran los incrementos de 
temperatura en función del tiempo (izquierda) y el valor máximo de temperatura (derecha) de 
dispersiones de DMEM-FBS que contienen las concentraciones indicadas de NS, HGNPs y NRs-mPEG, 
tras su exposición a láser NIR a 2 W/cm2 durante 10 min. Los valores máximos de temperatura se 
expresan como media ± DE de tres experimentos independientes 
 
  Las NIR-NPs mostraron unos valores de potencial zeta negativos en agua 
desionizada, -1,9 mV para las NS y HGNPs y -2,6 mV para los NRs-mPEG, que 
disminuyeron levemente cuando las dispersiones se prepararon en DMEM-FBS, 
obteniéndose unos valores de -2,4 mV, -2,1 mV y -4,6 mV para las NS, HGNPs y   
NRs-mPEG, respectivamente (Tabla 5). Estos potenciales electrocinéticos no son 
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suficientes para generar fuerzas de repulsión que garanticen una buena dispersión de las 
NPs, generalmente obtenida a partir de valores de ± 30 mV, por lo que favorecen su 
aglomeración.  
 
 
 
 
Tabla 5. Cuantificaciones de potencial zeta de las NIR-NPs. Los datos mostrados en la tabla representan 
la media de tres determinaciones independientes para cada NIR-NPs. 
 
  A continuación se evaluó el estado de aglomeración de las NIR-NPs dispersas en 
DMEM-FBS. Este estudio no se pudo llevar a cabo mediante PCS, debido a que las NPs 
basadas en oro absorben en la zona del espectro situada entre 600 y 1000 nm, 
interfiriendo con el láser de 633 nm que se emplea para realizar esta determinación, lo 
que da lugar a valoraciones erróneas. Por ello, las dispersiones se analizaron mediante 
MCLB. Las imágenes que se muestran en la Fig. 28 revelaron una gran heterogeneidad 
en el tamaño de los aglomerados de NS y HGNPs detectados al superponer las 
imágenes de MCLB obtenidas mediante luz transmitida y reflexión. Los NRs-mPEG no 
se detectaron por reflexión, sugiriendo un bajo estado de aglomeración de estos 
materiales cuyo tamaño no superaba el límite de resolución del microscopio confocal 
(258 nm en el plano xy). A partir de las imágenes obtenidas se determinó la distribución 
del tamaño de los aglomerados de NS y HGNPs. La distribución de los valores de DCE 
de los aglomerados de NS indicó que el 70% de la población mostraba diámetros 
medios en torno a 1-2 µm. Por el contrario, la mayoría de las HGNPs presentó valores 
de DCE > 2 µm y una distribución de tamaño mucho más amplia, pudiéndose detectar 
poblaciones de hasta 9-10 µm. 
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Figura 28. Estado de aglomeración de las NIR-NPs en medio acuoso. Panel izquierdo: imágenes 
obtenidas por MCLB de suspensiones de 0,01 mg/ml de NS, HNGPs y NRs-mPEG en DMEM-FBS. Se 
muestran las imágenes obtenidas mediante: (a, b, c) luz trasmitida, (d, e, f) reflexión y (g, h, i) su 
superposición. Panel derecho: el histograma muestra la distribución de los valores de DCEs de los 
aglomerados de NS y HGNPs en DMEM-FBS. 
 
3.2 Estudio de los mecanismos de internalización de las NIR-NPs en células 
humanas 
  La internalización de las NIR-NPs y su conformación en el interior celular son 
factores que influyen en el establecimiento de una eficiente hipertermia óptica en el 
microambiente celular. Debido a esto, se estudiaron mediante MCLB las posibles vías 
de entrada de NIR-NPs, así como su estado de agregación intracelular.  
 La distribución del tamaño de partícula de los aglomerados internalizados por 
células HeLa tras su exposición a 0,1 mg/ml de NS o HGNPs durante 24 h se determinó 
a partir de las imágenes obtenidas mediante reflexión. Los diámetros medios de los 
aglomerados de NS y HGNPs detectados fueron de 1,15 ± 0,10 µm y 0,77 ± 0,04 µm, 
respectivamente. Estos resultados sugieren la presencia de aglomerados intracelulares 
de ambos tipos de NPs, siendo de mayor tamaño en el caso de las NS. Se contabilizaron 
unos 5,56 ± 1,88 aglomerados de NS por célula y 1,02 ± 0,48 de HGNPs. Al igual que 
lo observado en las dispersiones, los NRs-mPEG no pudieron ser detectados  mediante 
MCLB en el interior celular debido probablemente a su ineficiente internalización o a 
que en este entorno su tamaño se sitúa por debajo del límite de resolución del 
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microscopio confocal. La cuantificación de la masa de oro localizada en la monocapa 
celular mediante espectrometría de masas reveló que la cantidad de oro en 3x104 células 
tratadas con 0,05 mg/ml de NS y HGNPs fue de 14,7 ± 1,6 µg y 2,5 ± 0,8 µg, 
respectivamente.  
  El estudio del tráfico intracelular de las NIR-NPs se llevó a cabo en células 
HeLa transfectadas transitoriamente con pAcGFP-1-Endo. Las células transfectadas 
expresan la proteína de fusión RhoB-GTPasa/AcGFP1 fluorescente que se localiza en la 
superficie de las vesículas de la vía endocítica, como ya se ha descrito. Tras la 
transfección, las células se trataron con las NS o las HGNPs durante 1, 2 y 24 h. La 
señal de emisión de ambas NIR-NPs colocalizó con la señal de la endosomas marcados 
tras 1 h de incubación con los cultivos celulares, siendo los materiales detectables en 
este compartimento subcelular 24 h después del tratamiento (Fig. 29).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 29. Localización endosomal de las NS y HGNPs. Células HeLa transfectadas con 320 ng del 
plásmido pAcGFP-1-Endo conjugados a 0,5 µl del reactivo comercial LipofectAMINATM 2000 se 
incubaron durante 1, 2 o 24 h en presencia de 0,01 mg/ml de NS (A) o HGNPs (B). Las proyecciones 
máximas muestran: expresión de RhoB-GTPasa/AcGFP1 (verde), tinción de actina (rojo) y NS (A) o 
HGNPs (B) (azul) detectadas por reflexión. Las cajas muestran los pixeles de colocalización de       
RhoB-GTPasa/AcGFP1 y las NIR-NPs en cian, ampliados 4x. 
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3.3 Evaluación de la capacidad de las NIR-NPs para dirigir tratamientos 
fototérmicos en células humanas 
En primer lugar se evaluó la citocompatibilidad de las NIR-NPs en cultivos de 
células HeLa tratados durante 48 h a dosis que oscilaron entre 0,005 y 0,1 mg/ml, 
determinándose la actividad metabólica empleando el reactivo alamar Blue. La 
actividad metabólica no se vio afectada significativamente durante el período de 
observación, a ninguna de las dosis ensayadas (Fig. 30). 
 
 
 
 
 
 
Figura 30. Influencia de las NIR-NPs sobre la viabilidad celular. Las células se trataron o no (-) con las 
dosis indicadas de NS, HGNPs o NRs-mPEG durante 48 h. Los resultados se expresan como porcentaje 
de fluorescencia determinado en células no tratadas, al cual se le asignó un valor arbitrario de 100. Cada 
valor representa la media ± DE de tres experimentos independientes. 
 
  A continuación se determinó la influencia de la irradiación NIR en la viabilidad 
celular. Con el fin de analizar el efecto del material internalizado por las células, tras   
24 h de exposición a las NIR-NPs los cultivos se lavaron con PBS, se expusieron al 
láser durante los tiempos indicados y a continuación se incubaron en DMEM-FBS 
durante otras 24 h. Para evaluar la viabilidad de células HeLa incubadas en presencia de 
las NIR-NPs se emplearon los indicadores fluorescentes calceína-AM e IP. La calceína 
en su forma acetometil éster (AM) es permeable a la membrana celular y no emite 
fluorescencia debido al efecto de apantallamiento de la señal que provoca el grupo AM. 
Tras acceder al citoplasma celular los grupos éster del compuesto son hidrolizadas por 
las esterasas celulares dando lugar a su forma fluorescente, calceína. El IP es un 
compuesto fluorescente capaz de intercalarse en la doble cadena de ADN y es 
impermeable a la membrana celular, no pudiendo acceder al interior de células viables. 
Así, la doble incubación con calceína-AM e IP permite la identificación de células vivas 
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y muertas. En concordancia con los datos obtenidos empleando el reactivo alamarBlue, 
la incubación con calceína-AM de cultivos tratados con NPs y no expuestos a 
irradiación con láser NIR reveló una tinción homogénea de calceína y una ausencia de 
tinción inducida por IP, indicando que estas células no presentaban daño en su 
membrana celular (Fig. 31). Sin embargo, la exposición de cultivos tratados con las 
NIR-NPs a láser NIR repercutió de manera significativa en la viabilidad celular, efecto 
que mostró una clara dependencia con la dosis y el tipo de material empleado. El 
tratamiento fototérmico dirigido por las NS a una concentración de 0,05 mg/ml resultó 
en un descenso notable en la viabilidad de los cultivos celulares estudiados, mientras 
que el tratamiento con las HGNPs y los NRs-mPEG a esta concentración no tuvo 
consecuencias detectables sobre la viabilidad celular (Fig. 31). La incubación con IP de 
los cultivos tratados con las NS e irradiados con láser NIR tiñó los ácidos nucleicos, 
indicando la pérdida de integridad de la membrana plasmática. El número de células 
positivas para la tinción con IP aumentó en cultivos irradiados con láser NIR e 
incubados en presencia de 0,1 mg/ml de NS. Sin embargo, en cultivos tratados con 0,1 
mg/ml de HGNPs y expuestos a irradiación NIR se detectó un bajo porcentaje de 
células permeables a IP, aunque se observó una generalizada retracción del citoplasma 
celular (Fig. 31), signo relacionado con el daño celular. Por el contrario, el tratamiento 
con los NRs-mPEG a una concentración de 0,1 mg/ml no altero la viabilidad celular.  
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Figura 31. Influencia de las NIR-NPs sobre la viabilidad celular tras irradiación con láser NIR. Tinción 
con calceína-AM (verde) e IP (rojo) de células HeLa tratadas durante 24 h con las dosis indicadas de NS, 
HGNPs o NRs-mPEG, expuestas (+) o no (-) a láser NIR a 2 W/cm2 durante 30 min y posteriormente 
cultivadas durante 24 h. NS y HGNPs (azul) se detectaron por reflexión. Los datos de temperatura en 
cultivos irradiados se obtuvieron empleando un termopar. Imágenes representativas de tres experimentos 
independientes con resultados similares. 
 
  A continuación quisimos investigar si las células tratadas con las NIR-NPs y 
expuestas a láser NIR expresaban la forma activa de la caspasa-3, uno de los principales 
ejecutores de la apoptosis en células somáticas (Thornberry y Lazebnik, 1998; Porter y 
Jänicke, 1999). Como se observa en la Fig. 32, no se observó la aparición de células 
positivas para caspasa-3 activa tras el tratamiento de los cultivos con concentraciones 
crecientes de las NIR-NPs en ausencia de irradiación NIR. Sin embargo, tras la 
exposición a láser NIR de cultivos tratados con 0,05 mg/ml de NS, un alto porcentaje de 
células manifestaron un elevado nivel de desorganización del citoesqueleto así como la 
aparición de caspasa-3 activa en sus citoplasmas, efectos que se magnificaron cuando la 
dosis de las NS se incrementó a 0,1 mg/ml. Por el contrario, dosis de 0,05 mg/ml de 
HGNPs o NRs-mPEG no fueron capaces de desencadenar un efecto semejante tras el 
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tratamiento de los cultivos con el láser NIR (Fig. 32). La inducción fototérmica de las 
HGNPs o los NRs-mPEG a dosis de 0,05 mg/ml no dio lugar a la aparición de células 
positivas para caspasa-3 activa, aunque las HGNPs, a diferencia de los NRs-mPEG, 
generaron un ligero grado de desorganización del citoesqueleto de células irradiadas. La 
ejecución de ensayos paralelos con dosis de 0,1 mg/ml permitió observar la aparición de 
células positivas para caspasa-3 activa y una clara desorganización del citoesqueleto 
cuando el agente inductor fueron las HGNPs. Sin embargo, el aumento de la 
concentración de NRs-mPEG y posterior tratamiento con láser NIR no tuvo 
consecuencias significativas a nivel de la morfología celular o activación de caspasa-3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 32. Detección de la forma activa de la caspasa-3 en células tratadas con las NIR-NPs y expuestas 
a láser NIR. Tinción de la forma activa de la caspasa-3 (verde) y actina (rojo) en células HeLa tratadas 
durante 24 h con las dosis indicadas de NS, HGNPs o NRs-mPEG, expuestas (+) o no (-) a láser NIR a    
2 W/cm2 durante 30 min y posteriormente cultivadas durante 24 h. NS y HGNPs (azul) se detectaron por 
reflexión. Los datos de temperatura en cultivos irradiados se obtuvieron empleando un termopar. 
Imágenes representativas de tres experimentos independientes con resultados similares. 
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  Tomados en conjunto, estos datos sugieren que la eficiencia de las NS para 
inducir muerte celular mediante inducción de hipertermia óptica es mayor que la 
mostrada por las HGNPs o los NRs-mPEG. Asimismo los resultados obtenidos tras el 
tratamiento con los NRs-mPEG sugieren que este tipo de material posee una baja 
capacidad de internalización en células HeLa, lo que a las dosis ensayadas dificulta 
alcanzar un nivel de hipertermia suficiente para desencadenar mecanismos de muerte 
celular. 
3.4 Inducción de expresión transgénica mediante tratamiento fototérmico mediado 
por NIR-NPs  
  A continuación se evaluó la capacidad de las NIR-NPs para generar hipertermias 
subletales que puedan inducir la expresión de genes de interés. Para ello, en primer 
lugar se estableció una línea clonal derivada de células HeLa que denominamos    
HeLa-DsRed-Monómero. Este clon informa de la intensidad del estrés térmico generado 
mediante el control que ejerce el promotor del gen humano termosensible HSP70B 
sobre la expresión de la proteína fluorescente pDsRed-Monómero. En la Fig. 33A se 
muestra el comportamiento de la línea celular tras ser sometida a tratamientos térmicos 
en un baño termostatizado, que variaron en su intensidad y duración. En células 
incubadas a 37ºC no se detectó expresión de la proteína fluorescente. Se observó que el 
tratamiento térmico a 39ºC no altera los niveles basales de expresión, ni siquiera cuando 
se prolonga hasta 60 min. Por el contrario, un estrés térmico a 41ºC durante 15 min es 
suficiente para inducir la expresión de la proteína DsRed-Monómero. Se observó que 
los niveles de fluorescencia aumentaban de forma dependiente a la duración de la 
estimulación térmica. El tratamiento a 45ºC durante 15 y 30 min provocó un aumento 
significativo de la expresión del gen testigo en comparación a la detectada tras elevar la 
temperatura a 41ºC durante periodos idénticos. Sin embargo, cuando el tratamiento a 
45ºC se prolongaba hasta los 60 min se detectó una disminución notable de la intensidad 
de fluorescencia. Este efecto es atribuible al descenso de la viabilidad celular 
consecuencia de la estimulación térmica de alta intensidad, que fue detectable a partir de 
los 30 min de duración del tratamiento hipertérmico (Fig. 33B). Por último, se comparó 
la capacidad proliferativa de las células HeLa-DsRed-Monómero con las de células 
parentales HeLa mediante ensayos de actividad metabólica empleando el reactivo 
alamarBlue. Los resultados indicaron que no existe diferencia significativa entre las 
tasas de proliferación de la línea celular HeLa-DsRed-Monómero y la población 
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parental, descartando un posible desequilibrio en el comportamiento en cultivo de las 
células modificadas genéticamente (Fig. 33C). Tomados en conjunto, estos resultados 
indican que la línea celular HeLa-DsRed-Monómero actúa como un sensor térmico 
eficaz, capaz de informar de aumentos de temperatura en el microambiente celular. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 33. Caracterización de la línea celular Hela-DsRed-Monómero. Las células                            
HeLa-DsRed-Monómero se sometieron a tratamientos térmicos a 39ºC, 41ºC o 45ºC durante 15-60 min y 
a continuación se cultivaron a 37ºC durante 24 h. (A) Representación esquemática del gen de la proteína 
fluorescente DsRed-Monómero. Las proyecciones máximas muestran: expresión de DsRed-Monómero 
(rojo) y tinción de actina (verde). Se indican los valores medios de intensidad de fluorescencia  ± DE.      
* = No se detectó fluorescencia. Las diferencias en las intensidades de fluorescencia entre cultivos 
tratados con diferentes temperaturas y tiempos de exposición fueron significativas (p < 0,05) excepto en 
la siguiente condición: †p > 0,05 respecto a células sometidas a choque térmico a 41ºC durante 60 min. 
(B) Actividad metabólica de células HeLa-DsRed-Monómero 24 h después de los tratamientos térmicos 
(HS) a los tiempos indicados. Los resultados obtenidos se expresan como el porcentaje de la fluorescencia 
determinada en células HeLa-DsRed-Monómero cultivadas a 37ºC, a la cual se le asignó un valor 
arbitrario de 100. Cada valor representa la media ± DE de tres experimentos independientes. #p < 0,05 
respecto a células cultivadas a 37ºC. (C) Actividad metabólica de células HeLa y                               
HeLa-DsRed-Monómero cultivadas durante 1-4 días. Los resultados obtenidos se expresan como el 
porcentaje de la fluorescencia determinada en células HeLa y HeLa-DsRed-Monómero después de 1 día 
de cultivo, a los cuales se les asignó un valor arbitrario de 100. Cada valor representa la media ± DE de 
tres experimentos independientes. 
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A continuación se exploró la capacidad de las NS y HGNPs para generar 
hipertermia subletal capaz de activar la expresión del gen testigo DsRed-Monómero. 
Para ello, las células HeLa-DsRed-Monómero se incubaron en presencia de los 
materiales a concentraciones que oscilaron entre 0,005 y 0,05 mg/ml durante 24 h, para 
garantizar su completa internalización, y a continuación se expusieron a luz NIR 
durante 15-60 min. La irradiación con láser NIR de cultivos no expuestos a NPs no 
generó variación detectable de la temperatura del medio, establecida en 37ºC, y 
consecuentemente, no se detectó inducción alguna de la expresión de la proteína 
DsRed-Monómero (filas superiores de las Fig. 34A-B y columna izquierda en la       
Fig. 35). En cultivos incubados en presencia de las NIR-NPs no se detectó fluorescencia 
en ausencia de irradiación (columna de la izquierda en las Fig. 34A y 34B). Por otra 
parte, el comportamiento fototérmico de las NS y HGNPs provocó un aumento de la 
temperatura del medio de cultivo dependiente de dosis, que se manifestó a través del 
aumento significativo de la intensidad de fluorescencia. En concordancia con los 
resultados mostrados en las Fig. 31 y 32, la irradiación de los cultivos tratados con las 
NS elevó la temperatura del medio de cultivo a niveles más altos que los registrados con 
tratamientos a dosis equivalentes de las HGNPs. La intensidad de fluorescencia de 
cultivos tratados con 0,005 mg/ml de NS o HGNPs aumentó en función de la duración 
de la exposición al láser, siendo superiores los niveles de expresión de la proteína 
DsRed-Monómero promovidos por las NS. Asimismo se detectó la existencia de una 
buena correlación entre la intensidad de fluorescencia y el tiempo de irradiación en 
cultivos tratados con 0,01 mg/ml de HGNPs, los cuales mostraron mayores niveles de 
fluorescencia que los cultivos incubados en presencia de 0,005 mg/ml e irradiados 
durante los mismos períodos de tiempo (Fig. 34B).  
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Figura 34. Modulación de la expresión de la proteína DsRed-Monómero por la inducción de calor 
mediada por NS y HGNPs. Paneles derechos: células HeLa-DsRed-Monómero tratadas o no (0) con las 
dosis indicadas de NS (A) o HGNPs (B) durante 24 h, expuestas o no (-) a láser NIR a 2 W/cm2 durante 
15, 30 y 60 min y cultivadas durante 24 h. Las proyecciones máximas muestran: expresión de          
DsRed-Monómero (rojo) y NS (A) o HGNPs (B) (azul) detectadas por reflexión. Los datos de 
temperatura en cultivos irradiados se obtuvieron empleando un termopar. Se indican los valores medios 
de intensidad de fluorescencia de DsRed ± DE. * = No se detectó fluorescencia. La diferencia en las 
intensidad de fluorescencia entre cultivos tratados bajo idénticas condiciones con NS o HGNPs y entre 
cultivos tratados con diferentes tiempos de exposición al láser NIR y diferentes dosis de cada tipo de 
NIR-NPs fueron significativas (p < 0,05) excepto en las siguientes condiciones: †p > 0,05 respecto a 
células tratadas con 0,005 mg/ml de NS y expuestas a láser durante 15 min; ‡p > 0,05 respecto a células 
tratadas con 0,05 mg/ml de NS y expuestas a láser durante 60 min; §p > 0,05 respecto a células tratadas 
con 0,05 mg/ml de HGNPs y expuestas a láser durante 60 min; ║p > 0, 05 respecto a células tratadas con 
NS bajo las mismas condiciones. Paneles izquierdos: actividad metabólica de células                         
HeLa-DsRed-Monómero tratadas o no  (-) con las dosis indicadas de  NS (A) o HGNPs (B) durante 24 h, 
expuestas a láser NIR y posteriormente cultivadas 24 h. Los resultados obtenidos se expresan como 
porcentaje de fluorescencia determinado en células HeLa-DsRed-Monómero no tratadas, sometidas a 
irradiación con láser NIR y posteriormente cultivadas durante 1 día, al que se asignó un valor arbitrario de 
100. Cada valor representa la media ± DE de tres experimentos independientes. #p < 0,05 respecto a 
células tratadas con el material correspondiente y expuestas a láser NIR durante 30 min; &p < 0,05 
respecto a células no tratadas con el material correspondiente, en las mismas condiciones experimentales. 
Resultados 
88 
 
Se observó un comportamiento similar en cultivos tratados con 0,01 mg/ml de 
NS, a excepción de la exposición a láser NIR durante 60 min, en que la intensidad de 
fluorescencia disminuyó por debajo de los niveles detectados tras 30 min de irradiación. 
Este efecto podría atribuirse a una disminución sustancial de la viabilidad celular     
(Fig. 34A), como consecuencia del daño celular generado por el tratamiento térmico. En 
la misma figura se puede observar un efecto similar en cultivos tratados con 0,05 mg/ml 
de NS e irradiados con NIR, en los que se detectó una menor intensidad de 
fluorescencia y actividad metabólica que la correspondiente a la dosis de 0,01 mg/ml del 
mismo material e idénticos tiempos de estimulación con láser NIR. Por el contrario, la 
irradiación de cultivos tratados con la dosis más elevada de las HGNPs incrementó los 
niveles de expresión de DsRed-Monómero con respecto a los detectados con la dosis 
intermedia, excepto cuando la exposición al láser NIR se prolongaba 60 min, situación 
en la que se redujo la expresión del gen testigo probablemente como consecuencia de la 
disminución en la viabilidad de los cultivos (Fig. 34B).  
La capacidad de los NRs-mPEG para generar hipertermias subletales capaces de 
inducir la expresión de la proteína fluorescente DsRed-Monómero fue mucho menor 
que la de las NS y HGNPs (Fig. 35). La irradiación de cultivos tratados con los       
NRs-mPEG y expuestos al láser NIR no fue suficiente para aumentar la temperatura del 
medio por encima de los 38ºC a ninguna de las dosis ensayadas, lo que dio lugar a 
niveles de expresión de la proteína DsRed-Monómero significativamente más bajos que 
los generados por idénticas dosis de NS y HGNPs. Tampoco la hipertermia fotoinducida 
repercutió significativamente en la viabilidad celular. Estos resultados junto con los 
obtenidos previamente, sugieren una baja internalización del material, que limita la 
generación de hipertermias intracelulares suficientemente intensas para inducir la 
expresión del gen testigo. Para verificar esta hipótesis, se analizaron los niveles de 
intensidad de fluorescencia en células HeLa-DsRed-Monómero tratadas con las mismas 
dosis de los NRs-mPEG que en el caso anterior, omitiendo los lavados del material del 
cultivo previos a la exposición al láser NIR. En la Fig. 35 se observan los resultados de 
este ensayo, donde se aprecia un incremento, dependiente de dosis, de la temperatura 
del medio de cultivo y de la intensidad de fluorescencia detectada en la monocapa 
celular, que no afectó significativamente a la viabilidad de los cultivos. 
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Figura 35. Modulación de la expresión de la proteína DsRed-Monómero por la inducción de calor 
mediada por NRs-mPEG. Células HeLa-DsRed-Monómero tratadas o no (0) con las dosis indicadas de 
los NRs-mPEG durante 24 h, lavados o no, antes de la exposición a láser NIR a 2 W/cm2 durante 30 min. 
A continuación, las células se lavaron con PBS, se suplementaron con DMEM-FBS fresco y se cultivaron 
durante 24 h. Las proyecciones máximas muestran la expresión de DsRed-Monómero (rojo). Los datos de 
temperatura en cultivos irradiados se obtuvieron empleando un termopar. Se indican los valores medios 
de intensidad de fluorescencia de DsRed ± DE. * = No se detectó fluorescencia. Las diferencias en las 
intensidades de fluorescencia entre los cultivos tratados bajo idénticas condiciones con NS o HGNPs y 
entre cultivos tratados con diferentes tiempos de exposición al láser NIR y diferentes dosis de NRs-mPEG 
fueron significativas (p < 0,05) excepto en la siguiente condición: †p > 0,05 respecto a células tratadas 
con 0,05 mg/ml de NRs-mPEG y posteriormente lavados del medio de cultivo. Panel izquierdo: actividad 
metabólica. Los resultados obtenidos se expresan como porcentaje de fluorescencia determinado en 
células HeLa-DsRed-Monómero no tratadas, sometidas a irradiación con láser NIR y posteriormente 
cultivadas durante 1 día, al que se asignó un valor arbitrario de 100. Cada valor representa la media ± DE 
de tres experimentos independientes. 
 
Por último se valoró la intensidad de la hipertemia óptica subletal generada a 
través de una aproximación geométrica bidimensional. Para ello sólo se utilizaron las 
NS y HGNPs, ya que ambas son capaces de inducir expresión transgénica a través de la 
hipertermia óptica generada por el nanomaterial internalizado. La Fig. 36 muestra la 
existencia de un gradiente radial de expresión de la proteína DsRed-Monómero en 
respuesta a cambios de temperatura en la monocapa celular tras la exposición al láser 
NIR de cultivos tratados con 0,01 mg/ml de NS o HGNPs.  
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Figura 36. Gradiente de expresión de la proteína DsRed-Monómero. Expresión de la proteína 
fluorescente en células HeLa tratadas con 0,01 mg/ml de NS o HGNPs, expuestas a láser NIR a 2 W/cm2 
durante 30 min a distancias del punto de incidencia del láser  (0 mm) de 3 y 6 mm y cultivadas durante  
24 h. Las proyecciones máximas muestran: expresión de DsRed-Monómero (rojo) y NS o HGNPs (azul) 
detectadas por reflexión. 
 
3.5 Inducción de la expresión del gen terapéutico FMG-GALV mediante 
tratamiento fototérmico mediado por NIR-NPs 
Una vez demostrado que los protocolos de hipertermia óptica basados en el uso 
de las NIR-NPs no sólo pueden promover la muerte de células tumorales, sino que 
también pueden ser empleados para inducir la expresión de transgenes, nos interesamos 
en explorar una estrategia que combinase ambas propiedades en un contexto de terapia 
antitumoral. Para llevar a cabo este estudio se generó la línea celular HeLa-GALV que 
expresa la glicoproteína hiperfusogénica FMG-GALV sometida al control del promotor 
del gen humano termosensible HSP70B (Fig. 37). La actividad citotóxica de la proteína 
FMG-GALV se basa en la fusión de células a través de su unión como trímero al 
receptor Pit-1, que se expresa en una  amplia variedad de células tumorales, dando lugar 
a la formación de sincitios inviables (Hussain y col., 2011; Allen y col., 2004). Esta 
actividad antiproliferativa se propaga con alta eficiencia a la vecindad de células que 
expresan la proteína, siendo el efecto de proximidad asociado un orden de magnitud 
mayor al presentado por el sistema HSV1tk/GCV descrito en el apartado 2.4 (Bateman 
y col., 2000; Díaz y col., 2000). En la Fig. 37 se muestra el comportamiento de las 
células HeLa-GALV tras ser sometidas a tratamiento térmico en un baño termostatizado 
a 45ºC durante 30 min. Se muestran imágenes de cultivos teñidos con cristal violeta  
(Fig. 37A) así como determinaciones de la actividad metabólica empleando el reactivo 
alamarBlue (Fig. 37B). Los resultados obtenidos reflejaron una dramática reducción de 
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la densidad celular y la actividad metabólica tras la exposición a choque térmico. Los 
niveles de expresión del transgen en células HeLa-GALV que no han sido expuestas a 
choque térmico no genera actividad fusogénica que comprometa su tasa de proliferación 
celular, que presenta una cinética similar a la de células parentales (Fig. 37C). En 
resumen, la caracterización de la línea HeLa-GALV indicó que se trata de un modelo 
adecuado para explorar el potencial terapéutico de hipertermias ópticas subletales 
mediadas por     NIR-NPs. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 37. Caracterización de la línea celular HeLa-GALV. (A-B) Las células HeLa-GALV se 
sometieron (+) o no (-) a tratamiento térmico (HS) a 45ºC durante 30 min y posteriormente se incubaron a 
37ºC durante 1-3 días. (A) Representación esquemática del gen FMG-GALV. Las imágenes muestran 
células teñidas con cristal violeta. Se muestran los pocillos de cultivo y microfotografías ópticas 
ampliando 4 veces el área del pocillo. Las imágenes son representativas de tres experimentos 
independientes. (B) Actividad metabólica de células HeLa-GALV. Los resultados obtenidos se expresan 
como porcentaje de fluorescencia determinado en células HeLa-GALV no sometidas a tratamiento 
térmico y cultivadas durante 1 día, al cual se le asigna un valor arbitrario de 100. Cada valor representa la 
media ± DE de tres experimentos independientes.  #p < 0,05 respecto a células no sometidas a HS, dentro 
de un mismo tiempo. (C) Actividad metabólica de HeLa-GALV y HeLa cultivadas durante 1-4 días. Los 
resultados obtenidos se expresan como porcentaje de fluorescencia determinados en células HeLa y 
HeLa-GALV después de 1 día de cultivo, a los cuales se les asignó un valor arbitrario de 100. Cada valor 
representa la media ± DE de tres experimentos independientes. 
 
Basándonos en los resultados obtenidos en los ensayos descritos en los apartados 
3.3 y 3.4, se emplearon dosis de 0,01 y 0,1 mg/ml de NS y HGNPs para generar 
hipertermias ópticas subletales y letales, respectivamente, en cultivos de células HeLa y 
HeLa-GALV expuestos a radiación de láser NIR durante 30 min (Fig. 38).  
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Figura 38. Modulación de la expresión de la proteína FMG-GALV por la inducción de calor mediada por 
NIR-NPs. Las células HeLa y HeLa-GALV se trataron con las dosis indicadas de NS (a-f) y HGNPs (g-l) 
durante 24 h y fueron expuestas a láser NIR a 2 W/cm2 durante 30 min. A continuación, las células se 
cultivaron durante 2 días. Izquierda: Imágenes de células teñidas con cristal violeta. Microfotografías 
ópticas ampliando 4 veces el área de incidencia del láser. Las imágenes de los pocillos son representativas 
de tres experimentos independientes. Los números expresan los valores medios ± DE del tamaño del área 
ablacionada. * = No se detecta área ablacionada. Los datos de temperatura se obtuvieron del medio de 
cultivo, empleando un termopar. Derecha: actividad metabólica. Los resultados obtenidos se expresan 
como porcentaje de fluorescencia determinados en células HeLa y HeLa-GALV  cultivadas durante 48 h 
después del tratamiento con láser NIR, a los cuales se les asignó un valor arbitrario de 100. Cada valor 
representa la media ± DE de tres experimentos independientes. #p < 0,05 respecto a células HeLa en las 
mismas condiciones experimentales; &p < 0,05 respecto a células no tratadas con el material 
correspondiente. 
 
Bajo condiciones de hipertermia óptica subletal, se observó que el área 
ablacionada en los cultivos de células HeLa-GALV fue de mayor tamaño cuando se 
utilizaron las NS en lugar de las HGNPs para conducir fototermia (Fig. 38, imágenes e y 
k), mientras que los cultivos de células HeLa sometidos al mismo tratamiento no 
mostraban halo de ablación detectable (Fig. 38, imágenes b y h). Estos resultados, 
corroborados por la determinación de la actividad metabólica en los cultivos            
Resultados 
93 
 
(Fig. 38, paneles de la derecha) indicaron que células HeLa-GALV incubadas en 
presencia de las NS o HGNPs y expuestas a láser NIR promueven la expresión eficiente 
de FMG-GALV y la muerte celular como consecuencia de la actividad fusogénica 
inducida. Por otra parte, en ambas líneas celulares se observó que las condiciones de 
hipertermia óptica letal originaron la erosión de la monocapa celular. No obstante, el 
área ablacionada fue 3 veces mayor en las células que expresan el gen citotóxico que en 
cultivos de la línea celular parental. Estos datos, apoyados por las determinaciones de la 
actividad metabólica (Fig. 38, paneles de la derecha), demuestran que la combinación 
de protocolos que combinan fototermia y expresión de transgenes citotóxicos inducidos 
por hipertermia resulta en el establecimiento de una interacción sinérgica que potencia 
los efectos antiproliferativos individuales. 
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1. OPTIMIZACIÓN DE LA CAPACIDAD DE TRANSFECCIÓN DE MSN 
MEDIANTE FUNCIONALIZACIÓN SUPERFICIAL 
Tal y como se ha indicado en el apartado Introducción, las propiedades físicas de 
las NPs inorgánicas como morfología, tamaño, densidad de carga y estabilidad coloidal 
son parámetros de gran importancia a la hora de determinar su potencial como vectores 
de transferencia génica (Tan y col., 2007). Es especialmente importante la obtención de 
NPs que experimenten la menor aglomeración posible en medios biológicos, lo cual 
depende en gran medida de la naturaleza de dichos medios. En este sentido diversas 
nanoestructuras, como por ejemplo fulerenos (Deguchi y col., 2007), nanotubos de 
carbono (Heister y col., 2010), grafeno (Liu y col., 2008) y NPs basadas en sílice (Díaz 
y col., 2008) muestran una alta estabilidad coloidal en agua que desaparece cuando los 
materiales son resuspendidos en medios de cultivo celular, sueros u otros fluidos 
biológicos. El método habitual para lograr la estabilidad coloidal, variando el pH de la 
dispersión para favorecer la repulsión electroestática de las NPs, no es factible cuando 
se persigue una aplicación biomédica, debido a que los valores de pH requeridos no son 
compatibles con la fisiología celular. Por ello, la estabilidad de las suspensiones de NPs 
se logra mediante la funcionalización superficial de las NPs con polímeros como PEG, 
PEI, PDDA, dextrano, chitosán, polipéptidos, copolímeros, etc.; con ligandos como 
albúmina, péptido-Tat, péptido RGD, ácido fólico, etc.; o con una combinación de 
ambos, para conseguir un impedimento estérico que impida la adsorción inespecífica de 
biomoléculas presentes en distintos medios fisiológicos (Kozlowski y Harris, 2001).  
En este trabajo se han explorado MSN modificadas superficialmente mediante 
unión covalente a grupos -NH2, -NH4+ y/o recubiertas con los polímeros catiónicos 
PDDA o PEI. Hemos observado que en función de la naturaleza de los grupos amino 
conjugados a la superficie de las MSN, éstas pueden dispersarse en medios de cultivo 
minimizando su aglomeración. En relación a la carga superficial, los grupos catiónicos  
-NH2, -NH4+ y polímeros catiónicos PEI y PDDA empleados en la funcionalización de 
las MSN generan un potencial zeta superficial positivo en agua. Esta carga superficial 
invierte su polaridad cuando las MSNF se dispersan en DMEM-FBS, a excepción de las 
MSN-PEI que conservan una carga superficial neta positiva al enfrentarse a este medio. 
De este modo, el polímero catiónico PEI es capaz de promover la adsorción eficiente de 
moléculas de ADN plasmídico a través de fuertes interacciones electroestáticas (Tan y 
col., 2007). 
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De todas las MSNF estudiadas, sólo se consigue transferencia génica cuando se 
emplea el material MSN-PEI como agente portador de moléculas de ADN plasmídico, 
sugiriendo que la conformación de grupos catiónicos sobre la superficie de las partículas 
es un factor clave para la transferencia génica. Estos resultados positivos de transfección 
con las MSN recubiertas de PEI coinciden con los observados por otros autores en 
distintas líneas celulares (Xia y col., 2009; Yiu y col., 2007; Rosenholm y col., 2009). 
Las MSN-PEI mostraron una eficiencia de transfección similar a la del polímero PEI 
utilizado de manera aislada, pero curiosamente, la transferencia génica con MSN 
requiere menores cantidades de ADN. Además, la eficiencia de transfección alcanza 
valores máximos si el ratio (p/p) NPs/ADN es de 83:1, lo que sugiere la existencia de 
una relación óptima entre la cantidad de plásmido a conjugar y la masa de MSN-PEI 
que lo incorpora. De hecho, trabajos realizados por otros autores señalan la importancia 
de optimizar la relación (p/p) NPs/ADN, que ejerce una gran influencia sobre la 
capacidad de transfección de las NPs de sílice (Kneuer y col., 2000; Park y col., 2008; 
Tan y col., 2007). Es importante destacar que el proceso de transfección empleando las 
MSN-PEI caracterizadas en este trabajo se produce en presencia de suero, lo que supone 
una ventaja adicional para el uso de estos materiales en experimentos con cultivos 
celulares. A pesar de la eficiencia mostrada por los complejos MSN-PEI/ADN para 
transfectar células humanas, ésta fue aproximadamente 3 veces menor que la detectada 
empleando las GNPs-PEI < 10 nm. Este hecho podría atribuirse a la disminución de la 
viabilidad celular detectada en cultivos incubados en presencia de los complejos    
MSN-PEI/ADN, resultando en un bajo porcentaje de células transfectadas cuya 
capacidad para expresar proteínas transgénicas no esté comprometida. De hecho, una de 
las desventajas de la funcionalización catiónica de la superficie de las NPs diseñadas 
para transferencia génica es su posible toxicidad, ampliamente descrita en el caso del 
polímero PEI ramificado con peso molecular de aproximadamente 25 kDa (Roesler y 
col., 2011; Bahadur y col., 2011). Xia y col., (2009) demostraron que esta toxicidad se 
podía reducir o eliminar empleando para el recubrimiento moléculas de PEI de menor 
peso molecular, de manera que se conservan niveles similares de condensación de 
ácidos nucleicos en la superficie del material mejorando significativamente la 
biocompatibilidad de los conjugados. Probablemente, la asociación subóptima de 
moléculas de ADN a la superficie de las MSN-PEI impide el apantallamiento de la 
totalidad de las cargas superficiales positivas, efecto observado en otros estudios (Wang 
y col., 2006). La interacción de la membrana celular, cargada negativamente, con 
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fuerzas iónicas de polaridad positiva conduce a la lisis celular. Debido a esto, resulta de 
vital importancia mantener la carga neta superficial de materiales funcionalizados 
catiónicamente en valores óptimos para garantizar el compromiso entre la capacidad de 
condensación de ácidos nucleicos y su potencial citotóxico.    
La endocitosis es el mecanismo principal de internalización de las NPs de sílice 
(Xing y col., 2005; Chu y col., 2011). Datos existentes en la literatura indican que las 
MSN funcionalizadas con PEI y cargadas con un fluoróforo son capaces de 
internalizarse vía endocitosis mediada por receptor, para posteriormente liberar 
moléculas del fluoróforo al citoplasma celular a través del mecanismo de escape 
endosomal (Rosenholm y col., 2009). La desestabilización de la membrana endosomal 
podría explicar la liberación de las moléculas de plásmido y la capacidad de 
transfección de las MSN-PEI. Se ha postulado que la alta carga positiva presente en los 
complejos de NPs catiónicas/ADN les confiere la capacidad de fusión con la membrana 
de vesículas endocíticas, permitiendo la liberación del ADN al citoplasma celular 
(Wang y col., 2006). Alternativamente, los complejos poliméricos basados en 
PEI/ADN, también con elevada densidad de carga catiónica, provocarían la ruptura de 
vesículas endocíticas a través del mecanismo de “esponja de protones” liberando su 
contenido y permitiendo la llegado de las biomoléculas a su destino intracelular 
(Boussif y col., 1995; Sonawane y col., 2003). 
La incapacidad del resto de las especies de MSNF analizadas para transfectar 
células osteoblásticas humanas podría deberse a la falta de internalización de los 
complejos MSNF/ADN. El análisis de las imágenes de MCLB de dichos complejos 
informó de la existencia de grandes aglomerados de ADN tras su adsorción a las MSN 
funcionalizadas con -NH4+, -NH2 o -NH2-PDDA, lo que imposibilita su internalización 
en la célula. Sin embargo, la población de los complejos MSN-PEI/ADN muestra una 
disminución en su radio hidrodinámico de aproximadamente 10 veces con respecto a las 
MSN-PEI, lo que sugiere que las moléculas de ADN podrían actuar como agentes 
desaglomerantes. Un efecto semejante se ha descrito en trabajos anteriores para NPs 
basadas en óxidos de cinc y de titanio en suspensiones acuosas en presencia de 
proteínas, las cuales son capaces de promover el proceso de desaglomeración de estos 
materiales (Sager y col., 2007; Tantra y col., 2010).  
Tomados en conjunto estos resultados indican que las MSN-PEI son la única 
especie de MSNF que, en las condiciones experimentales ensayadas, son capaces de 
transferir moléculas de plásmido funcionales a células osteoblásticas humanas en 
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presencia de suero. La funcionalización de las MSN con PEI otorga una carga 
superficial positiva en DMEM-FBS que permite la unión efectiva de moléculas 
plasmídicas funcionales que a su vez ejercen un efecto desaglomerante sobre el 
material. La contribución de ambas características es necesaria para la internalización de 
este tipo de MSN y la transfección de las células empleadas en este estudio.  
 
2. OPTIMIZACIÓN DE LA CAPACIDAD DE TRANSFECCIÓN DE GNPs 
MEDIANTE FUNCIONALIZACIÓN SUPERFICIAL. INFLUENCIA DEL 
TAMAÑO DE PARTÍCULA 
Estudios recientes indican que el tamaño de las GNPs juega un papel muy 
importante en el proceso de internalización celular, y por tanto, en la eficiencia de 
transfección de estos materiales (Chithrani, 2010). Con el fin de analizar la influencia de 
las dimensiones del material utilizado para transportar moléculas de ADN se 
sintetizaron dos especies de GNPs con una diferencia de tamaño de aproximadamente 
un orden de magnitud. 
Como se ha comentado, la densidad de carga superficial de las NPs es un 
parámetro crítico que determina su capacidad para actuar como vectores de 
transferencia génica. En este sentido, como se esperaba, los valores positivos de 
potencial zeta de las GNPs-PEI detectados en tampón FS 50 mM a pH fisiológico 
favorecieron la adsorción de moléculas plasmídicas a su superficie. Sin embargo, esta 
capacidad de adsorción fue diferente dependiendo del tamaño de partícula. Estos 
resultados se correlacionan con la cantidad de PEI contenido en la superficie de las NPs.  
La cuantificación de PEI superficial reveló que la cantidad de polímero presente en las 
GNPs-PEI < 10 nm es 3 veces superior a la obtenida en las GNPs-PEI < 100 nm. 
Probablemente este hecho se deba a que la superficie externa por unidad de masa es 
aproximadamente un orden de magnitud mayor en las GNPs-PEI < 10 nm que en las de 
< 100 nm, maximizando la cantidad de PEI disponible para la unión electroestática de 
las moléculas diana (Hu y col., 2010).   
Como ya se ha indicado, el efecto citotóxico del polímero PEI ramificado ha 
sido descrito en diversos tipos celulares (Roesler y col., 2011; Bahadur y col., 2011). En 
este sentido, la mayor carga de PEI por unidad de superficie observado en las        
GNPs-PEI < 10 nm sería, indudablemente, un factor que podría contribuir al mayor 
grado de citotoxicidad de estas NPs. La adsorción de moléculas plasmídicas a la 
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superficie del material redujo notablemente la toxicidad de las GNPs-PEI < 10 nm. Las 
cargas positivas todavía disponibles tras la absorción del biopolímero serían las 
responsables de cierta lisis celular en un pequeño porcentaje de células debido a su 
interacción electroestática con la membrana celular. Este efecto ha sido previamente 
observado en GNPs funcionalizadas con grupos amino cuaternarios (Goodman y col., 
2004) y también en complejos PEI/ADN (Godbey y col., 2001). Al contrario que lo 
observado en las MSN-PEI, el ADN absorbido a la superficie de las GNPs-PEI < 10 nm 
parece condensarse de forma más eficiente en la superficie del material, produciendo un 
efecto de apantallamiento de la excesiva carga superficial positiva que mejora 
significativamente la biocompatibilidad de los complejos GNPs-PEI/ADN < 10 nm. 
Curiosamente, las suspensiones de los dos tipos de complejos, GNPs-PEI/ADN < 10 y  
< 100 nm, en DMEM-FBS muestran una carga superficial negativa en presencia de 
plásmido. Sin embargo, este hecho no impide que ambos tipos de complejos sean 
eficientemente internalizados en las células a pesar de la idea generalizada que declara 
la necesidad de una elevada carga positiva superficial para la internalización celular 
(Kneuer y col., 2000). Estudios realizados con NPs magnéticas funcionalizadas con 
ligandos aniónicos también muestran un elevado grado de internalización en las células 
a través de interacciones no específicas de tipo electrostático con regiones de la 
membrana plasmática cargadas positivamente (Wilhelm y col., 2003). En este sentido, 
se ha postulado que aunque la superficie celular posee grandes dominios cargados 
negativamente existen dominios con carga positiva donde se podrían concentrar 
biomoléculas aniónicas o NPs cargadas negativamente, permitiendo su internalización 
(Mutsaers y col., 1998; Miller y col., 1998). Por otro lado se ha descrito que las 
moléculas de ADN al igual que las de otros polianiones se pueden internalizar a través 
de receptores scavenger localizados en la superficie de muchos tipos celulares, incluidas 
células osteoblásticas (Wattiaux y col., 2000; Brodeur y col., 2008). Finalmente, la 
capacidad de sedimentación de los complejos GNPs-PEI/ADN sobre la membrana 
celular podría ser también un factor importante en el proceso de internalización de estos 
materiales a través de mecanismos de endocitosis, superando la barrera de repulsión 
electroestática inicial. 
De forma similar a lo observado en las MSN-PEI, la eficiencia de transfección 
de las GNPs-PEI < 10 nm es dependiente de una relación (p/p) NPs/ADN que fue 
óptima a un ratio de 42:1, demostrándose que dicha eficiencia no mejora al incrementar 
la masa de NPs que se acomplejan con una cantidad fija de moléculas plasmídicas o al 
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aumentar la cantidad de biopolímero adsorbida a la superficie del material. En este 
sentido, otros autores coinciden en señalar la existencia de una relación GNPs/ADN que 
optimiza la transferencia génica (Thomas y col., 2003; Noh y col., 2007; Niidome y 
col., 2004) y que varía en función de las características del material y el tipo celular 
ensayado. Tal y como se señaló con las MSN-PEI, es importante destacar que la 
transfección de las GNPs-PEI < 10 nm ocurre en presencia de suero, lo que supone una 
ventaja adicional para el uso de estas NPs en experimentos in vitro.  
Los experimentos de transfección empleando un plásmido fluorescente indicaron 
que las GNPs-PEI < 100 nm son capaces de atravesar la membrana plasmática y liberar 
las moléculas de plásmido al interior celular. Por consiguiente, y al contrario que lo 
observado en el caso de las MSN-NH4+, MSN-NH2 y MSN-NH2-PDDA, estos datos 
excluyen una internalización deficiente como causa de la ausencia de transfección 
observada con las GNPs de mayor tamaño, y sugieren que los mecanismos de tráfico 
intracelular podrían estar condicionando la localización del plásmido y la expresión del 
transgen. En este sentido, hemos observado una prolongada colocalización, a lo largo de 
tres días, de la señal derivada del plásmido fluorescente liberado por las                 
GNPs-PEI < 100 nm y la GTPasa RhoB, localizada en la superficie de endosomas 
tempranos y orgánulos multivesiculares prelisosomales (Adamson y col., 1992; 
Robertson y col., 1995). Sin embargo, cuando se estudia la colocalización del plásmido 
fluorescente transportado por las GNPs-PEI < 10 nm sólo se detecta su señal en estos 
compartimentos celulares tras 1 h de incubación de las células con los complejos, 
estando ausente a tiempos de incubación mayores, lo que sugiere que las moléculas de 
plásmido conjugadas a las GNPs-PEI de < 10 nm son capaces de liberarse de estos 
orgánulos. Como ya se ha mencionado antes, diversos autores han demostrado que el 
tamaño de las GNPs juega un papel importante en el proceso de internalización celular 
(Xu y col., 2004; Chithrani y col., 2006; Amida y Ghandehari, 2009), siendo la 
endocitosis el principal mecanismo de internalización celular empleado por las GNPs 
(Li y col., 2008; Shukla y col., 2005; Uboldi y col., 2009). El menor tamaño de las 
GNPs-PEI < 10 nm maximiza la unión superficial del polímero PEI que no sólo mejora 
la unión electrostática del plásmido a las partículas sino que probablemente contribuye a 
la desestabilización de la membrana endosomal permitiendo la liberación de las 
moléculas de ADN. En este sentido, Li y col., (2008) observaron que GNPs de 14 nm 
de diámetro funcionalizadas con un lípido catiónico, bromuro de 
dimetildioctadecilamonio, son capaces de transfectar gracias a un mecanismo de 
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liberación endosomal de las moléculas plasmídicas. Las interacciones de los complejos 
GNPs-PEI/ADN < 10 nm con los componentes lipídicos aniónicos localizados en las 
membranas de las vesículas endocíticas podrían facilitar el escape endosomal mediante 
el ya citado mecanismo de “esponja de protones” (Boussif y col., 1995; Sonawane y 
col., 2003). 
El análisis de las imágenes obtenidas por MET permitió detectar ambos tipos de 
GNPs-PEI en el citoplasma celular. Mediante esta técnica se detectan grandes 
aglomerados de material inorgánico en el caso de las GNPs-PEI < 100 nm, que además 
presentan ADN acoplado a su superficie como se pudo comprobar en ensayos de 
colocalización mediante MCLB. El gran tamaño de estos aglomerados probablemente 
impida su incorporación en vesículas compatibles con la vía lisosomal. Sin embargo, las 
GNPs-PEI < 10 nm se localizan en forma de partículas aisladas dentro de estructuras de 
menor tamaño con características morfológicas típicas de lisosomas y cuerpos 
residuales. El bajo estado de aglomeración de las GNPs-PEI de menor tamaño podría 
contribuir a mejorar el proceso de liberación de las moléculas plasmídicas del interior 
de las vesículas endocíticas. Los plásmidos transferidos por las GNPs-PEI < 10 nm 
acceden rápidamente al interior del núcleo celular, pudiéndose detectar tras 2 h de 
incubación de los cultivos celulares con los complejos GNPs/ADN. Hasta la fecha, los 
mecanismos de tráfico intracelular que utilizan las moléculas de plásmido transportadas 
por GNPs para llegar al núcleo no se han estudiado con detalle. Algunos datos 
existentes en la literatura asocian el éxito de transfección con la entrada de las GNPs en 
el núcleo (Thomas y col., 2003). Sin embargo, el examen exhaustivo de las imágenes 
obtenidas por MET de células tratadas con los complejos GNPs-PEI/ADN < 10 nm no 
pudo identificar la presencia de GNPs-PEI en el interior de los núcleos celulares. Estos 
datos indican que la entrada de NPs al interior del núcleo no es requisito para el 
desarrollo de una transfección eficiente. Dado que las GNPs-PEI < 10 nm no llevan 
acopladas ninguna señal de localización nuclear que permita la translocación de 
moléculas de ADN a través de los poros nucleares (Del Pozo-Rodríguez y col., 2008), 
es probable que la entrada al núcleo de estas moléculas ocurra durante la mitosis, 
cuando la membrana nuclear desaparece de forma transitoria. 
En conjunto nuestros resultados indican que el tamaño de las GNPs-PEI es una 
propiedad clave que determina la capacidad de transfección de estos materiales. 
Mientras que las GNPs-PEI < 100 nm son incapaces de transfectar células humanas, las 
GNPs-PEI < 10 nm actúan como vectores de transferencia génica más eficientes que las 
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MSN-PEI en medios de cultivo que contienen suero. A pesar de la repulsión 
electroestática que se produce entre la membrana celular y la superficie de los 
complejos GNPs-PEI/ADN, ambos tipos de GNPs acceden al interior celular. Por lo 
tanto, al contrario que en las MSNF, la falta de internalización no es un factor limitante 
en la capacidad de transfección de las GNPs-PEI < 100 nm. La diferencia en la 
capacidad de transfección entre las GNPs-PEI < 10 nm y < 100 nm se puede explicar en 
términos de liberación endosomal de las moléculas de ADN transportadas por las 
GNPs-PEI de menor tamaño.  
Es importante señalar la posibilidad de modificar la geometría y la composición 
de las GNPs, lo que les permite adquirir propiedades adicionales a su cualidad para 
transferir genes y aumenta su potencial en aplicaciones biomédicas. Además de 
presentar interés como agentes para hipertermia óptica en el tratamiento de tumores 
sólidos, la modificación en la geometría y composición permiten adoptar características 
atractivas para su uso como agentes de contraste en técnicas de imagen o como 
biosensores (von Maltzahn y col., 2009; Cai y col., 2008).  
 
3. CAPACIDAD DE NIR-NPs BASADAS EN ORO PARA GENERAR 
HIPERTERMIA ÓPTICA EN CÉLULAS HUMANAS 
En este estudio hemos explorado un nuevo enfoque para incrementar la eficacia 
de protocolos de hipertermia óptica mediante el control de la expresión transgénica en 
un contexto de terapia antitumoral. Centrándonos en esta idea hemos caracterizado el 
comportamiento fototérmico de tres especies diferentes de NIR-NPs basadas en oro: 
NS, HGNPs y NRs-mPEG.  
El estudio del comportamiento fototérmico de las NIR-NPs dispersas en 
DMEM-FBS reveló que tras la excitación con láser NIR, las HGNPs son más eficientes 
fototérmicamente que una masa equivalente de NS o NRs-mPEG. Curiosamente, 
cuando se estudia el comportamiento fototérmico de estos materiales tras su incubación 
en cultivos celulares y posteriores lavados, la transferencia térmica detectada fue mayor 
en cultivos tratados con las NS que en cultivos expuestos a las HGNPs. En estos 
ensayos la capacidad fototérmica de los NRs-mPEG fue mucho menor que la de las NS 
o las HGNPs. Esta asimetría corrobora la influencia decisiva de parámetros tales como 
la dinámica de sedimentación de las NPs o su estado de aglomeración debido a la 
interacción de los nanomateriales con el entorno biológico (Cho y col., 2011). Las 
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HGNPs y los NRs-mPEG son, en términos de densidad de masa, especies más ligeras 
que las NS y por tanto menos propensas a sedimentar en la superficie celular. Según 
esto, en condiciones donde los cultivos celulares se incuban con la misma cantidad de 
las tres especies de NIR-NPs, la concentración de NS retenida por la capa celular 
tendería a ser mayor que en el caso de las incubaciones con HGNPs y NRs-mPEG. En 
este sentido Cho y col., (2011) han demostrado recientemente que la captación celular 
de las GNPs depende en gran medida de la velocidad de sedimentación y difusión de las 
NPs. Por otro lado, la agregación ocurre cuando la fuerza de repulsión producida por la 
superficie del material es menor que la fuerzas de van der Waals de atracción entre 
partículas. Este balance es altamente dependiente de la concentración de iones y/o del 
contenido proteico del medio biológico donde se encuentre disperso el material 
(Lundqvist y col., 2008). Las HGNPs estudiadas en este trabajo mostraron una mayor 
tendencia a la agregación que las NS y los NRs-mPEG, dando lugar a una distribución 
del tamaño de partícula muy heterogéneo y detectándose complejos de gran tamaño. 
Esta característica podría estar ligada a la menor capacidad del nanomaterial para ser 
internalizado por las células, parámetro altamente dependiente del tamaño de los 
aglomerados de las NPs (Albanese y Chan, 2011). Los NRs-mPEG no son detectables 
mediante microscopía confocal, debido probablemente a su bajo estado de 
aglomeración, lo que impide su visualización en nuestro sistema experimental. Esta 
hipótesis está de acuerdo con los datos publicados por Rostro-Kohanloo y col., (2009) 
que indican que la estabilización de NRs mediante la adición de grupos mPEG a su 
superficie disminuye su estado de agregación. 
Hasta la fecha, el destino intracelular de las NIR-NPs ha sido escasamente 
estudiado. Al igual que en otros tipos de NPs inorgánicas, se reconoce que parámetros 
como el tamaño y la carga superficial, así como el tipo celular son críticos en el proceso 
de internalización celular. Las NPs podrían acceder al interior celular a través de un 
mecanismo de endocitosis no específica, concentrándose en compartimentos 
subcelulares en forma de agregados. Los ensayos de fluorescencia indican que las NS y 
HGNPs estudiadas utilizan la vía endocítica para internalizarse en células HeLa. Se han 
descrito múltiples mecanismos de endocitosis para la internalización de NPs con 
características físico-químicas muy diferentes, incluyendo la fagocitosis, pinocitosis e 
internalización mediada por vesículas de clatrina o caveolina. Sin embargo, aún no se ha 
definido qué características de las NPs determinan su mecanismo de internalización. 
Los agregados de ambas especies de NIR-NPs se detectaron en el interior de endosomas 
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tras 24 h de incubación con las células, siendo el tamaño promedio de los complejos de 
NS internalizados así como el número de aglomerados por células, mayores que los 
detectados tras el tratamiento con las HGNPs. Las cuantificaciones de la masa de oro 
retenida dentro de la monocapa celular corroboraron esta información, lo que indica que 
la captación celular de las NS es mayor que la de las HGNPs. 
Como se ha mencionado antes, las GNPs son biocompatibles aunque hay 
diferencias notables en cuanto a su citotoxicidad, dependiendo del agente surfactante 
y/o de recubrimiento, tamaño y forma (Goodman y col., 2004; Connor y col., 2005; 
Takahashi y col., 2006; Chithrani y col., 2006). En el caso de los NRs durante su 
síntesis se emplea como surfactante y estabilizador el CTABr cuya toxicidad ha sido 
ampliamente descrita (von Maltzahn y col., 2009; Lee y col., 2009). Sin embargo, el 
recubrimiento de este tipo de materiales con el polímero neutro PEG, además de 
aumentar su estabilidad coloidal mejora significativamente su biocompatibilidad 
(Rayavarapu y col., 2010). Las tres especies de NIR-NPs ensayadas en este trabajo 
mostraron una excelente biocompatibilidad como se demostró mediante cuantificación 
de la actividad metabólica en cultivos de células HeLa tratadas con dosis de hasta 0,1 
mg/ml de material. La irradiación con láser NIR de los cultivos tratados con dosis 
biocompatibles de las NIR-NPs resultó en muerte celular, restringida a la zona de 
alcance del láser. Cabe destacar que bajo condiciones de hipertermia óptica letal la 
temperatura del medio de cultivo no aumentó a niveles que, a priori, podrían afectar a la 
viabilidad celular, como ocurre en cultivos sometidos a 45ºC durante 60 min en un baño 
termostatizado. La irradiación con láser NIR de cultivos celulares sometidos a sucesivos 
lavados para eliminar las NIR-NPs no internalizadas por las células, registró 
temperaturas en el medio de cultivo de hasta 43ºC para las NS y 41ºC para las HGNPs, 
valores que corresponden a un rango de hipertermia moderada. Por lo tanto, los efectos 
deletéreos observados en cultivos celulares tratados con las NIR-NPs y expuestos a 
láser NIR deben atribuirse, exclusivamente, al incremento de temperatura intracelular 
generado a partir de las especies plasmónicas que interaccionan con las células y no a la 
hipertermia “extracelular”. Por el contrario, cultivos tratados con los NRs-mPEG, 
lavados y posteriormente expuestos al láser NIR no registraron incrementos de 
temperatura superiores a 38ºC, sugiriendo que la baja capacidad de internalización de 
este tipo de material impide el establecimiento de un nivel de hipertermia suficiente 
para desencadenar el proceso de muerte celular. En concordancia con nuestros 
resultados, otros autores han detectado que el recubrimiento con PEG disminuye la 
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capacidad de internalización de los NRs (Rayavarapu y col., 2010; Huff y col., 2007). 
De acuerdo con estudios previos donde se comparan NS, HGNPs y NRs, la capacidad 
fototérmica fue mayor en cultivos tratados con las NS, generando unos niveles de 
muerte celular mayores (Cheng y col., 2009). La hipertermia causa un daño celular 
irreversible a través de la desnaturalización de proteínas, lo que implica la inactivación 
de enzimas, receptores de membrana y transportadores iónicos que conducen a cambios 
en la permeabilidad de la membrana, la despolimerización de estructuras del 
citoesqueleto y la agregación masiva de proteínas (Laszlo, 1992). Tras la exposición a 
láser NIR de cultivos tratados con las NS o HGNPs, se detectó daño en la membrana 
celular, una disminución de la actividad esterasa y la desorganización del citoesqueleto 
de actina. Estos efectos fueron más notables en células incubadas con las NS. En 
concordancia con literatura reciente que señala la apoptosis como uno de los 
mecanismos principales que controlan la muerte celular inducida por tratamiento 
fototérmico (Kirui y col., 2010; Hong y col., 2011), la irradiación con láser NIR de 
cultivos celulares tratados con las NS y HGNPs aumentó los niveles de la proteína 
caspasa-3 activa, efector característico de la cascada apoptótica.  
La activación de promotores de choque térmico tras tratamiento fototérmico 
dirigido por nanomateriales basados en carbono ha demostrado ser una herramienta útil 
para controlar la expresión transgénica tanto in vitro como in vivo (Miyako y col., 
2012). En este trabajo, hemos demostrado que las propiedades ópticas de las NIR-NPs 
pueden modular los niveles de expresión de un gen testigo controlado por el promotor 
del gen humano termosensible HSP70B, en función de la concentración del 
nanomaterial y de la duración de la exposición al láser NIR. Basándonos en este 
concepto, hemos explorado la capacidad del tratamiento fototérmico para expresar una 
glicoproteína viral hiperfusogénica de membrana. Los tratamientos de hipertermia 
óptica que no desencadenan mecanismos de muerte celular en células HeLa no 
modificadas, claramente generaron un efecto citotóxico en células que albergan la 
secuencia de FMG-GALV bajo el control del promotor del gen HSP70B. La magnitud 
de este efecto se puso de manifiesto bajo condiciones de hipertermia letal, que 
resultaron en un aumento dramático del área afectada en los cultivos de células que 
albergan el transgen antiproliferativo. En resumen, los datos obtenidos constituyen una 
prueba de concepto que demuestra la posibilidad de superar la eficacia limitada de la 
transferencia génica para lograr un mayor control espacial y temporal de la expresión de 
transgenes terapéuticos en el órgano necesitado de terapia, además de amplificar la 
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potencia terapéutica de un tratamiento fototérmico en el contexto de una terapia 
antitumoral. Desde un punto de vista terapéutico, las dosis óptimas de las NIR-NPs a 
utilizar vendrán dictaminadas por los requisitos específicos de la aplicación concreta así 
como por la naturaleza del gen terapéutico (vida media, potencia…). Asimismo, la 
combinación de terapia génica y fototerapia podría proporcionar una solución efectiva 
para mejorar la limitada capacidad de penetración del láser NIR en los tejidos 
biológicos. 
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De todo lo expuesto, se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
1. La carga superficial de las NPs de sílice mesoporosa funcionalizadas (MSNF) así 
como su estabilidad coloidal en el medio de cultivo son factores clave en el proceso de 
transfección.  
2. La funcionalización de las NPs de sílice mesoporosa con PEI (MSN-PEI) otorga al 
material una carga superficial neta positiva cuando es dispersado en medio de cultivo 
conteniendo suerto fetal bovino (DMEM-FBS). Este efecto permite la unión efectiva de 
moléculas plasmídicas que ejercen un efecto desaglomerante sobre el material, 
permitiendo la transfección de células humanas. 
3. El tamaño de las NPs de oro funcionalizadas con PEI (GNPs-PEI) es una propiedad 
clave que determina su eficiencia de transfección. Diámetros en torno a 6 nm confieren 
a las NPs la capacidad de funcionar como agentes de transfección en células humanas, 
propiedad de la que carecen las NPs con diámetros de un orden de magnitud superior. 
4. Ambos tipos de NPs de oro funcionalizadas con PEI acceden al interior celular, 
explicándose la eficiencia en la transferencia génica de las de menor tamaño en 
términos de liberación endosomal de las moléculas de ADN.  
5. El estudio comparativo del comportamiento fototérmico de nanoshells (NS), NPs de 
oro huecas (HGNPs) y nanorods acoplados a metil-polietilenglicol-tiol (NRs-mPEG) 
revela que tras la excitación con láser en el infrarrojo cercano (NIR), las NPs de oro 
huecas son las más eficientes fototérmicamente. Sin embargo, la transferencia térmica 
es mayor en cultivos incubados en presencia de las nanoshells mientras que el potencial 
calorífico de los nanorods se encuentra muy limitado debido a una deficiente 
internalización celular.  
6. Las propiedades ópticas de las nanoshells y NPs de oro huecas permiten modular los 
niveles de expresión de un gen testigo controlado por el promotor del gen humano 
termosensible HSP70B, en función de la concentración del nanomaterial y el tiempo de  
exposición al láser. La adaptación de esta estrategia para controlar la expresión de la 
glicoproteína hiperfusogénica GALV resulta en la amplificación de la potencia del 
tratamiento fototérmico. 
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